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1. Abstrakt

Zamérem predlozené disertacni prace bylo vyuziti krouzkovce Tubifex tubifex jako
modelu pro testovani biologické aktivity. Niténka byla v této studii pouZita pro
hodnoceni fotosenzibilizace, tj. zcitlivéni organismu vici UVA zafeni (365 nm;

hustota zafivého toku 350 pW/cm?) po styku s uréitymi latkami.

Testované latky zahrnovaly jednak prokazané fotosenzibilizatory: bengdlskou cerven
khelin a xantotoxin. Ddle pfirodni izolované latky — thiofenovy polyyn, umbelliferon,
skopolin, skopoletin. Zastupce syntetickych latek — salicylanilidy a thiosalicylanilidy a
|é¢iva penicilinového typu Augmentin, Ospamox a jejich standard ucinné latky
amoxicilin. Zavérec¢né zhodnoceni fotosenzibilizaénich vlastnosti latek bylo
provedeno dle Smérnice komise 2000/33/ES pro FOTOTOXICITY — ZKOUSKY
FOTOTOXICITY 3T3 NRU IN VITRO.

Test probihal ve 24jamkovych destickach. Kdy jedna sada desticek
s fotosenzibilizatorem byla ozafovana a druha sada byla po celou dobu experimentu
umisténa v termostatu (20+2°C) bez pfitomnosti svétla jako temnostni kontrola.
Vyhodnoceni probihalo ihned po zvolené dobé ozatovani (15, 30, 45, 60, 120, 240

min). Jako endpointy byla navrzena mortalita a procento poskozenych jedincu.

Mezi prokdzanymi fotosenzibilizatory byl dosazen nejvyssi PIF faktor (5,72) u
bengdlské cervené po 30 min ozafovani a prfi hodnoceni mortality. Pro dalsi
experimenty byla uréena jako pozitivni kontrola. V dalSich ¢asech ozarovani (60,
120, 240 min) byly dosazeny PIF < 5. Nejvyssi PIF faktor, ze vSech testovanych latek,
byl zjistén u thiofenového polyynu. Pfi hodnoceni mortality po 60 minutach
ozafovani byl dosazen PIF = 28,15 a pfi 120 minutdch ozafovani PIF = 57,5. Pfi
vypoctu procenta poskozenych jedincG byly ziskany hodnoty nizsi — pro 60
minutovou expozici PIF = 7,50 a pro 120 min expozici PIF = 18,57. Ostatni testované
latky vykazovaly vyrazné mensi fotoiritacni faktor. Khellin — mortalita a procento
poskozenych jedincd PIF < 2. U xantotoxinu bylo zjisténo pouze procento
poskozenych jedincl a PIF < 1,5. U umbelliferonu a skopolinu nebyla zaznamenana

mortalita ani poSkozeni. Pouze u skopoletinu bylo pozorovano 33 % poskozenych



jedincl pti ozatovani 120 minut. 4',5-dibromsalicylanilid vykazoval pouze mortalitu
s PIF < 2. U zdkladniho thiosalicylanilidu byla zjisténa pouze mortalita a PIF < 2.
V pfipadé rGznych substituci thiosalicylanilidu (4’ -methylthiosalicylanilid, 5-
chlorthiosalicylanilid, 3’,4’-dichlorthiosalicylanilid, 3,5-dichlor-4’-
chlorthiosalicylanilid, 3,5-dichlor-4’-bromthiosalicylanilid) se pohyboval PIF < 1 pro
hodnoceni mortality. Poskozeni nitének bylo zaznamendno pouze v ptipadé 3,5-
dichlor-4’-chlorthiosalicylanilid, 3,5-dichlor-4’-bromthiosalicylanilid. Standard
ucinné latky (amoxicilin) po 30 min ozarovani vykazal pouze mortalitu a PIF = 1,14.
Léc¢iva Augmentin PIF = 0,35 a Ié¢ivo Ospamox PIF = 0,82 rovnéZz pro mortalitu,

poskozeni pozorovano nebylo.

Prezentované vysledky ukazuji, Ze niténka vétsi je vhodnym testovacim
organismem pro studium potencionalné fototoxickych latek. Je dostatecné
citiva na aktivitu fototosenzibilizatoru, zvlasté pak latek generujicich

singletovy kyslik.



2. Abstract

The aim of the presented doctoral thesis was to use the sludge worm Tubifex
tubifex as a model for biological activity testing. In the presented study, the Tubifex
worm was used to evaluate photosensibilisation, i.e. sensibilisation of an organism
towards UVA radiation (365 nm; radiant flux density of 350 pW/cm?) after contact

with certain substances.

The tested substances included proven photosensibilizing agents — rose bengal,
khellin and xanthotoxin; isolated natural substances — thiophene polyacetylene
umbelliferon, scopoline, and scopoletine; synthetic compounds — salicylanilides and
thiosalicylanilides; and penicillin drugs Augmentin and Ospamox and their active
substance standard amoxicillin. The final evaluation of photosensibilizing properties
of the substances was carried out according to the Commission Directive

2000/33/EC PHOTOTOXICITY — IN VITRO 3T3 NRU PHOTOTOXICITY TEST.

The test was performed in 24-well plates where one set of plates with the
photosensibilizing agent was irradiated and the second set was placed in an
incubator (20+2°C) as a dark control without any light presence for the whole
period of the experiment. The plates were evaluated immediately after the given
period of irradiation (15, 30, 45, 60, 120, and 240 minutes). Mortality and

percentual number of damaged individuals were the proposed endpoints

From among the proven photosensibilizing agents, rose bengal showed the highest
PIF factor (5.72) in mortality evaluation after 30-minute irradiation. Rose bengal
was chosen as positive control for other experiments. PIF < 5 was reached after
longer irradiation (60, 120, and 240 minutes). The highest PIF factor of all the tested
substances was found in thiophene polyacetylene. When evaluating mortality after
60-minute and 120-minute irradiation, PIF = 28.15 and PIF = 57.5, respectively, were
reached. When calculating the percentual number of damaged individuals, lower
values were acquired: PIF = 7.50 and PIF = 18.57 for 60- and 120-minute irradiation,

respectively. Other tested substances showed markedly lower photoirritation



factor. In khellin, PIF < 2 for mortality and percentual number of damaged
individuals was found. Percentual number of damaged individuals only and PIF < 1.5
was found in xanthotoxin. In umbelliferon and scopoline, neither mortality nor
damage were observed. In scopoletine only, 33 % of damaged individuals were
observed after 120-minute irradiation. 4',5-dibromo-salicylanilide showed mortality
only with PIF < 2. Mortality only and PIF < 2 were found in the basic
thiosalicylanilide. In  various thiosalicylanilide  substitutions  (4"-methyl-
thiosalicylanilide, 5-chloro-thiosalicylanilide, 3°,4’-dichloro-thiosalicylanilide, 3,5-
dichloro-4’-chloro-thiosalicylanilide, 3,5-dichloro-4’-bromo-thiosalicylanilide),
PIF < 1 was found in mortality evaluation. The Tubifex worm damage was observed
in 3,5-dichloro-4’-chloro-thiosalicylanilide and 3,5-dichloro-4'-bromo-
thiosalicylanilide only. The active substance standard (amoxicillin) showed mortality
only after 30-minute irradiation and PIF = 1.14. In medicinal products Augmentin
and Ospamox, PIF = 0.35 and PIF = 0.82, respectively, were found for mortality; no

damage was observed.

The presented results show that Tubifex tubifex is a suitable testing organism for
the studies of potentially phototoxic substances. It is sufficiently sensitive to the
activity of the photosensibilizing agents, especially to singlet-oxygen generating

substances.
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3. Uvod a cil prace

Biologickou aktivitu zkoumané latky lze chdapat jako efekt, vznikly po
interakci latky s organismem nebo tkdni. Biologickd aktivita se prezentuje rlznymi
ucinky (napf. antioxidacni, antifungdlni, antiagregacni, fotosenzibiliza¢ni apod.).

Jedna latka mlze vykazovat i vice ucinkll, s podobnymi nebo riznymi dasledky.

Prikladem biologické aktivity jsou fotosenzibilizace, tj. zcitlivéni organismu
vlci sluneénimu zareni po styku s urcitymi latkami. Latky s touto schopnosti
oznaCujeme jako fotodynamické, fototoxické, ¢i fotosenzibilizujici. Obecné jde o
latky schopné absorbovat a kratkou dobu udrZet kvanta svételné energie ¢imz
vznikne aktivovand molekula fotodynamické latky. Kazda takovato latka vyzaduje
aktivaci pouze zarenim o urcité vinové délce. Nejdestruktivnéjsi je UV zareni kratsi
vinové délky nez 330 nm, molekuly absorbujici v této oblasti zareni plsobi na

organismus nejzhoubnéji.

V poslednich letech je velmi aktudlni hrozba zvysené koncentrace UV zareni,
dopadajici na zemsky povrch, zejména v korelaci s Ubytkem ozonové vrstvy ve
stratosfére, jakozto prirozeného ochranného stitu Zemé. Jednou z mnoha cest jak se
do budoucna s témito zménami vyrovnat - je pochopit mechanismus uéinku UV
zareni na biotu a tim podpofit adaptacni mechanismy, které by vedly k homeostazi
organismu. Ekotoxikologické, farmakologické a toxikologické vyzkumy hledaji
vhodny modelovy organismus pro testovani biologické aktivity ve spojitosti UV
zareni. Soucasné s efektem UV zareni je nutné studovat i latky, které mohou
negativni pusobeni UV zareni zesilit, tzv. fotosenzibilizatory. V souladu s principem
konceptu “3R“ : sniZzovani, zdokonalovani a nahrazovani laboratornich zvirat je

nutné vyuZivat organismy na fylogeneticky nizsim vyvojovém stupni.

Jednim ze zajimavych organismu je Tubifex tubifex, ktery je v soucasné dobé
vyuzivan hlavné pfi hodnoceni biodegradacnich ¢i bioakumulaénich vlastnosti latek
a jako tzv. indikator znecisténi. Diky jeho kosmopolitnimu rozsifeni a tim snadnosti

ziskani by tak mohl doplnit stavajici spektrum ekotoxikologickych testu - o sledovani
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vlivu fotosenzibilizujicich latek ve spojitosti s UV zarenim, vedle vyuziti v humanni
toxikologii — pfi screeningu latek vykazujicich fotosenzibiliza¢ni aktivitu. Rada
xenobiotik v Zivotnim prostfedi tento efekt vykazuje. Mezi Siroce rozsifené a

pouzivané latky, vtomto sméru, patfi i léCiva.

Cilem prace bylo:

e Navrhnout a vypracovat metodiku hodnoceni biologické aktivity -
fotosenzibiliza¢ni aktivity latek ve spojitosti s UV zarenim, na modelu,
vyuzivajici bezobratlého malostétinatce Tubifex tubifex Mill.

e Pro studium vyuzit pfirodnich nebo syntetickych latek, které jsou prekurzory
[éCiv, |éCivymi latkami a produkty biotransformace Iéciv.

e Posoudit aplikaci modelu niténky v humanni toxikologii pfi screeningu
fotosenzibilizatord a soucasné stanovit podminky vyuZiti v ekotoxikologii
jako laboratorniho testu, zaméreného na fotosenzibiliza¢ni latky v Zivotnim

prostredi.
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4. Teoreticka cast — literarni reserse

4.1. Analyza problému

Slunecni zafeni je naprosto nezbytny predpoklad pro zachovani Zivota na
Zemi a zaroven je nejvyznamnéjSim zdrojem energie. Solarni radiaci mGzeme podle
vinovych délek rozdélit do nékolika oblasti. Vétsinu biologickych Gcinki ma oblast
vinovych délek 280-800 nm, pficemz pasmo 280 az 320 nm se nazyva zafenim
sttednévinnym ultrafialovym (UVB), 320 az 400 nm dlouhovinnym ultrafialovym
(UVA) a pasmo 400 az 700 nm zatenim viditelnym (VIS). UVC zafeni o vinové délce
od 100 do 280 nm se do biosféry nedostavad, interreaguje s dvojatomarni molekulou
kysliku za vzniku ozonu. Infracervenad radiace (IR) vyssich vinovych délek (2,5-15 pum)

ma ucinky tepelné (Coohill, 1998; Ditrichova et al., 1999).

Fototoxicita je definovana jako odpovéd organismu, vyvoland kombinaci
plGsobeni nékterych latek (fotosenzibilizatord) a ndslednou expozici obvykle UV
zarenim anebo viditelnym svétlem. K této reakci mlze dojit jiz pti prvnim styku
s fotosenzibilizadtorem a je zavisld jen na prekroceni prahové davky radiace a
koncentrace pfrislusné slouceniny v organismu. Na rozdil od fotoalergickych reakci
zde nehraje zdsadni roli imunitni systém, i kdyZ u fototoxicity se pfedpoklada mozna
Ucast mediator(, jako jsou eikonasoidy, histamin nebo komplement (Coohill, 1998;

Dubakiene et al., 2006).

Prvni zminky o negativnim efektu slunec¢niho zareni se datuji cca 410 p.n.l,,
kdy Xenophon popisuje pochod 10.000 feckych vojakd pres hluboky snih v Arménii,
u kterych doslo vlivem nadmérné sluneéni expozice ke vzniku snéiné slepoty
(Urbach, 1998). V antickém Rimé s oblibou odstrafiovali své politické protivniky
podanim extrakt( ztrezalky v cerveném viné anaslednou prochazkou po
proslunéném pobrezi. Na zac¢atku 20. stoleti byly pozorovany pigmentové skvrny na
pokozce Zen, které se parfémovaly kolinskou vodou s obsahem bergamotové silice
(z bergamotového citrusu). Nedlouho poté byly studovany erytematdzni struktury
na pokoZce osob, které se slunily v travé (kumariny) po koupdni (Ditrichova et al.,

1999; Urbach, 1998).
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Fotosenzibilizace organismu na UV zafeni mlze byt navozena Sirokou Skalou
latek, které se dostavaji do organismu cestou perordlni, inhalaci, parenteralni
aplikaci injekéné nebo lokalnim kontaktem s kGzi (Ditrichovd et al., 1999).
Fotosensibilizace je proces kdy latka zvana fotosenzibilizator dokdZze absorbovat
zafeni a na kOzi vystavené slunecnimu zareni zprostfedkuje reakci. Mezi
fotosenzibilizatory se fadi néktera lécCiva, sekundarni metabolity rostlin, kosmetické

pripravky a potravinova aditiva (napf. barviva).
Po absorpci kvanta energie se molekula fotosenzibilizatoru excituje.

Navazujici pochody Ize formalné rozdélit na reakce jednak na kysliku nezavislé a na

pochody, které vyZaduji pfitomnost kysliku.

h *
Fotosenz. ———  Fotosenz.

*

Fotosenz. + DNA ———— Fotosenz.— DNA

*

Fotosenz. + O, ——— Fotosenz. + 102

-+ o —
Fotosenz. + O, —™ + Fotosenz. + O,

Ad1) nezdvisla na O,: excitovana molekula fotosenzibilizatoru presunem elektronf
nebo vodiku se mlzZe pfimo vazat na nukleové kyseliny nebo bilkoviny pfipadné
nenasycené mastné kyseliny. Tim pozménuje biologické vlastnosti pfislusnych

struktur bunky

Ad2) zavislé na O,: excitovana molekula fotosenzibilizatoru mUzZe ¢ast své energie
prenést na molekulu kysliku, ktery se tak stava singletovym kyslikem, ktery je velmi

reaktivni

Ad3) zavislé na O,: dalSi moZnosti — po presunu elektroni mezi fotosenzibilizdtorem

a molekulou kysliku za spoluplsobeni zareni, vznikd superoxidovy radikal, ktery
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vstupuje do Fentonovy reakce, jejimz vysledkem je pro bunky velmi toxicky

hydroxylovy radikal (Ditrichova et al., 1999; Dubakiene" et al., 2006; Malina, 1999)

Kombinace fotosenzibilizdtorl a UV zafeni se v praxi vyuZivd i ktzv.
fotochemoterapii. Jiz stati egyptsti a pozdéji persti a arabsti |ékafi vyuZzivali extraktu

z rostliny morace vétsiho (Cel. Apiaceae) k terapii nékterych koznich onemocnéni.

Principem je opétovné vyvolavani kontrolované fototoxické kozni reakce
(vzniklé ndsledné po systémovém nebo lokalnim podani fotosenzibilizantu 8-
methoxypsoralenu), které vede postupné k hojeni patologického tkarnového
procesu. Tato tzv. PUVA-metoda ma fadu indikaci, z nichz nejvyznamnéjsi jsou
lupénka, palmoplantarni pustuldzy, kozni formy T-bunécného lymfomu, vitiligo a

nékteré fotodermatdzy (Malina, 1999; Csoma et al., 2006; Pathak et al., 1992).

Drive se k testovani fototoxinl bézné pouzivala kize dobrovolnikii nebo
pokusnych zvitat. Srozvojem ,welfare” laboratornich a pokusnych zvifat doslo
k vyuzivani matematického (kvantitativniho) vyjadreni vztahu chemickych vlastnosti
k biologickému ucinku (QSAR = Quantitative structure-activity relationship).
Odhad vlastnosti potencidlniho fotosenzibilizdtoru vychdzi z  porovnani
energetického rozdilu nejvySe poloZzeného obsazeného orbitalu a nejnize

neobsazeného orbitalu (Veith et al., 1995; Ribeiro et al., 2005).

Na zdkladé etickych problémU s experimenty s laboratornimi zviraty, byly

hledany zvlasté v poslednim desetileti dalsi screeningové metody testovani.

Moderni pfistup se obvykle sestava s nasledujicich krokd — viz. schéma:

a) zjisténi absorpcniho spektra potenciondlniho fotosenzibilizatoru v UV a VIS

spektru zareni

-z hlediska fotobiologického je nejvyznamnéjsi UVA 320-400nm a cast
viditelného spektra, které maji sice dostatecnou energii k vybuzeni

molekuly fototoxinl ze zékladniho do excitovaného stavu v zdvislosti na
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chemické strukture pfFislusné molekuly, ale nevedou obvykle k jeji
destrukci

- UVB cdast spektra 280-320nm se vyznacuje vysSi energii a molekula
fotosenzibilizatoru casto podléha dimerizacim aZz polymeracim,
izomerizacim, pfesmyklm a jinym zménam

- UVC ¢ast spektra 180-280nm vibec na zemsky povrch nedopada

b) dalsim dllezitym krokem je studium rdznych fotochemickych reakci, kterym
mlze podléhat molekula fotosenzibilizdtoru. Je to jednak zjiSténi
mechanismu fotodegradace, protoze tyto produkty se mohou chovat jako
hapteny a byt pri¢inou vzniku alergickych reakci. Vyznamna je i simulace
chovani v pfitomnosti rdznych tzv. ,,biomolekul”.

Pfikladem mohou byt

1) vznik peroxidi nenasycenych mastnych kyselin a malonyldialdehydu

(konjugované hydroperoxidy nenasycenych mastnych kyselin se stanovuji

spektrometricky pfi 217 nm, malonyldialdehyd - jeden z produktl, ktery vznika

pfi oxidaéni degradaci nenasyc. mast. kyselin se stanovuje bud pomoci plynové
chromatografie anebo prevedenim na charakteristicky pigment s reakci kyselinou

thiobarbiturovou — zbarveni se méfi spektrofotometricky — 532-535 nm)

2) stanoveni 7-hydroxy derivatli cholesterolu, které se méfi pomoci
plynové chromatografie

3) stanoveni produktl oxidacni degradace aminokyseliny histidinu
(vznikaji pasobeni superoxidového radikalu)

4) stanoveni produktu fotoadice molekuly fotosensibilizantu napf. na

thymin nebo na proteiny napft. lidsky albumin

c) vysSe uvedené testy se mohou kombinovat s metodami vyuZivajici kultury

mikroorganismu, vyssich organismui + nebo bunék
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Jiz vroce 1965 Daniels vyuzival kulturu kvasinek Candida albicans kin vitro
testim pro zjisténi efektu ozafovani na povrch téchto organisma. Dale tento model
slouzil pro testovani efektd fotosenzibilizantd jako jsou napf. furanokumariny,
antracén. Derivaty tetracyklinu, derivaty chinolinl a chlorpromazinu slouzily pro
testovani fotosenzibilizujicich vlastnosti k vyvoji dalsi metody in vivo lidskych
fibroblastl. Po ozarovani byl zjisStovan cytotoxicky efekt inhibici prijmu neutralni

cervené v zivych burikdch (Lasarow et al., 1992; Jones et al., 2003).

Podobného principu vyuZiva i jeden z nejznaméjsich a nejdéle pouZzivanych test(
— In Vitro 3T3 NRU phototoxicity test- test uzndvany zemémi OECD (OECD 432), byl
vyvinut a validovan v ramci spojeného projektu EU/COLIPA v letech 1992 - 1997.
Zakladem je bunécna linie mysich fibroblastd (Balb/c 3T3, klon 31, slouZici ke
zjistovani cytotoxicity [konkrétné s vyuzitim MTT testu: MTT (3-[4,5-dimetylthiazol-
2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid) je mitochondridlnimi dehydrogenazami
redukovdno na barevny formazan. Rychlost tvorby formazanu odpovida aktivité
dychaciho retézce a odrazi tak metabolickou aktivitu bunky]. Tato zkouska akutni
fototoxicity velmi dobfe koreluje s vysledky ziskanymi na in vivo zvifecich a lidskych
modelech. Neni vhodna pro zjisténi efektl, které mohou plynout z kombinovaného
pUsobeni chemické latky a svétla jako napf. fotogenotoxicity, fotoalergie a
fotokarcinogenity, ptipadné pro hodnoceni kvalitativnich ukazatell jako je stupen

fototoxicity (OECD Guideline 432).

Dalsi mozny model in vitro testl vyuZitelnych v laboratornich podminkach je test
odvozeny z keratinovych bunék lidské epidermis. Jako endpointy slouZi hodnoceni
jednak Zivotaschopnosti bunék pritokovou cytometrii a imunofluorescenci (detekce
v-H2AX), imunodetekci, ddle fragmentace DNA (biomarkery uc¢inku) pomoci
elektroforézy, detekce apoptdézy — metoda TUNEL assay (Toyooka et al., 2006;
Aufiero et al., 2006).

Snaha co nejlépe extrapolovat ziskané vysledky z experimentu na lidskou k7,

vedla k rozvoji vicebunéénych modeld - 3D modeld rekonstruované kize.
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EpiDerm™ 3D model odvozeny z epidermalnich keratinocytd lidské kize, které
jsou dale kultivovany pro vznik in vitro modelu vicevrstevné epidermis analogické
lidské epidermis in-vivo. Navic je tato kiZze metabolicky a mitoticky aktivni. Tento
test (THE EPIDERM RECONSTRUCTED HUMAN EPIDERMAL (RHE) MODEL) byl
validovan Evropskym centrem pro validaci alternativnich metod pod ¢. 528
(ECVAM). Uvedeny test byl wvyvinut spolecnosti MatTek Corporation, USA

(www.mattek.com) a test byl s Uspéchem vyuzit v fradé studii.

V soucasné dobé probiha pfipominkové fizeni k guideline OECD pro hodnoceni

fototoxicity. Jednd se o EpiSkin model vyvinut spole¢nosti L'Oreal, Francie

(www.loreal.com). Zakladni surovinou pro vyrobu Episkinu jsou kousky kuze
odebrané pfi plastickych operacich. Izolované koini buriky jsou naneseny na
membranu z bilkoviny (kolagen) a péstovany nékolik dni v Zivném roztoku aZz do
vytvoreni mohutného souvrstvi. Nasledné je svrchni vrstvicka ,vystréena” z Zivného
roztoku a vystavena na 10 dnl plsobeni vzduchu. Béhem této doby dojde
k preméné krehkych bunék na zrohovatélou vrstvu podobnou skutecné lidské

pokozce (Lelieévre et al., 2007a; Leliévre et al., 2007b).

VysSe uvedené testy jsou odvozeny z lidské tkané. Pro testovani fototoxicity, se
ale i vyuzivaji nizsi organismy jako tzv. alternativni modely laboratornim zvirfatiim.
Vysledky téchto testll slouzZi zejména jako screeningové metody nebo jako , comet
assay” pro zjisténi fotosenzibilizujicich vlastnosti sloucenin syntetického (i
pfirodniho  pdvodu. Pfi vhodné zvolenych modelech (reprezentativnich
organismech) se tato hodnoceni mohou stét i soucasti odhadu rizika vyskytu téchto

latek pro zivotni prostiedi.

Proto zvlasté v posledni dobé se jevi jako velmi perspektivni metody, které se
zaméruji na bezobratlé Zivocichy, jako jsou napf. korysi rodu Daphnia a Artemia
(Vytlacilova et al., 2004) prvoci Tetrahymena pyriformis, malostétinatce rodu
Tubifex aj. Ty uz byly v ramci studia fototoxicity vyuZity ve vyzkumu nitro-derivatu
aromatickych uhlovodik( pfipadné k objasnéni vztahu mezi mirou kancerogenity a

fotodynamické aktivity nékterych polyaromatickych uhlovodik(i (Misra et al., 1999;
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Morgan et al., 1977; Ojala et al., 1999; Misra et al., 2002). Hodnoceni je zaméreno

jednak na mortalitu, poSkozeni, ale i na biochemické markery expozice a tGcinku.

+ viz. PRILOHA 1 (publikace: Chobot V., Vytlacilova J., JahodaF L. (2004): Phototoxic
activity and the possibilities of its testing, Cent Eur J Publ Health, Suppl, 12, S31 -
S33)

4.2. Charakteristika modelového organismu niténky vétsi - Tubifex tubifex
Miiller, 1774

Ri$e: ANIMALIA (ZIVOCICHOVE)
Kmen: ANNELIDA (KROUZKOVCI)
Ttida: Clitellata (opaskovci)
Podtfida: Oligochaeta (malostétinatci)
Rad: Plesiopora (niténkovci)
Celed" Tubificidae (niténkoviti)
Rod: Tubifex (niténka)

(Sedlak, 2003)

4.2.1 Ekologie a rozsireni
Tubifex tubifex - niténka vétsi je sladkovodni madlostétinaty benticky

krouzkovec, ktery se Zivi pohlcovanim mikroorganismd na dné stojatych nebo
tekoucich vod (Hrabé, 1981). PficemzZ nevybiraji jen potravni Castice, ale pfijimaji
veskery material uloZzeny na dné. U rodu Tubifex projde zazivaci trubici za 24 hodin
mnozstvi bahna prevysujici 4 — 6 nasobné vahu téla. Nestravitelné zbytky jsou po té
vyvrhovany andlnim otvorem ven (Lelldk et al., 1982). Na zdkladé laboratornich

experimentl dospéli M. N. Lazim a M. A. Learner k zavéru, Ze niténka vyhledava a

18



preferuje mista s vysSsSim vyskytem hrabanky ve vodnim toku, protoZze je zde
kumulace bakterii vtoku pravé nejvétsi. V ptipadé, Ze se tento rostlinny material
vysterilizoval, poklesl zdjem na minimum. Zaroven si ovéfili, Ze niténky
uprednostiuji listovy material v kombinaci s anorganickymi ¢asticemi tvorenymi
bahnem-jilem neZ v kombinaci svétSimi casticemi (pisek) (Lazim et al., 1987).
K obdobnym zavérlm, na zakladé pokus( v laboratofi, dospél i tym Rodrigueze,
ktery opét hodnotil preference potravy. Niténka vykazovala dvé Urovné selektivity
ve vztahu k potravé — jednak preferovala drobné anorganické castice jilovitého
charakteru a zdroven tato slozka musela byt obohacena o organicky material

(Rodriguez et al., 2001)

Svym vyskytem se jedna o kosmopolitni druh. Najdeme ho jak v nejcistSich
vodach, tak i ve vodach velmi znecisténych, kde ustupuje druhu Limnodrillus
hoffmeisteri (Hrabé, 1981; Prenda et al., 1992). Dokonce je oznacovan, Ze jako
posledni opousti velmi kontaminované prostiedi (Bouché et al.,, 1999b). Jako
indikator znecisténi vody lze pouiZit v pfipadé, kdy pfihlédneme k jeho mnoiZstvi

nikoliv k pouhé pfitomnosti (Hrabé, 1981).

ees

Niténky Zijici v bahné obyvaji vétSinou vrstvu do 6 cm hloubky, ale mohou se
vyskytovat jesté v hloubce 30 cm (Rulik et al.,, 1996). Ojedinéle jsou nalézani i
v hlubSich horizontech hyporhealu (v hloubkach cca 40 cm), zde jejich mnozstvi ale
prudce klesa (Lelldk et al., 1982; Rulik et al., 1996). U nitének miZeme navic
pozorovat vertikalni, horizontalni i tempordlni distribuci. Nejmasovéjsi vyskyt
v ficnim sedimentu byl zjiStén v letnich a zimnich mésicich. Lazim a kolektiv tuto
teorii potvrzuji a navic uvadéji, Zze v jarnich mésicich prevazuji v populaci nitének
drobni mladi jedinci, kdeZzto na podzim a v zimé dominuji dospélci. Pfi vertikalni
distribuci bylo zjiSténo, Ze nejvétsi abundance dospélcl i kokon(l je pozorovana
v sedimentech v blizkosti breh(l ve srovnani s vyskytem ve stfedu toku. Zaroven bylo
potvrzeno, Ze velikostné mensi jedinci preferuji podpovrchové oblasti sedimentu, se
vzrlstajici délkou se prohlubuje hloubka vyskytu (Lazim et al., 1989). Pozitivni
korelace rozsifeni nitének byla také nalezena ve vztahu kjejich predatorovi

(Erpobdella octoculata — hltanovka bahenni) (Rulik et al., 1996).
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4.2.2. Vnéjsi anatomie
Télo je dlouhé 20 — 85 mm, rliZové, bez pricnych Zlutych prouzkd na zadnich

segmentech. Sklada se az ze 130 segmentu, které jsou rovnocenné (Hrabé, 1981).
Na télnich ¢lancich jsou obvykle nepocetné stétiny ve ctyfech svazeccich - ve
hibetnich svazcich se nachazi 2 — 5 vejifovitych a vlasovitych $tétin, v bfisnich
svazcich 3 — 5 rozeklanych stétin. Za opaskem smérem k analnimu konci dochazi ke

snizovani celkového poctu stétin.

Prvni ¢lanek tvori hmatovy prstik tzv. prostomium a peristomium, kde jsou
umisténa Usta. Opasek se nachdzi na XI. — XIl. segmentu (Hrabé, 1981; Brinkhurst et

al., 1971).

Obr.1: Tubifex tubifex — Prostomium a peristomium s Ustnim otvorem (foto

autorka)

Povrch téla je kryt prUsvitnou, porézni a velmi tenkou (tloustky 3 p)
kutikulou, pod ni se nachazi jednovrstevna pokozka - epidermis. Epidemirms je
tvofena dvéma hlavnimi typy bunék — podplrné bunky a méné diferencované
kvadrové buriky cylindrického epitelu. Tloustka je 40 — 45 p na celém téle, kromé
oblasti opasku, kde je tenka pouze 6 — 8 p (Brinkhurst et al., 1971). Pokozka sehrava
zaroven dualezitou roli pri absorpci kysliku. U organismu je znamo povrchové
dychani. Podle pokusl Alsterberga vydrzi Tubifex tubifex 25 dn( ve vodé bez kysliku.
Zjistil, Ze schopnost anoxybiosy je do znacné miry zavisla na teploté. Pti teplotach 2
— 3 °C prezilo 30 % pokusnych jedincl anoxii po 48 dn, zatimco pfi teploté 18 — 20
°C byla jiz 9. den vSechna pokusna zvifata mrtva. Jako zdroj energie je pfi
anoxybiose ve zvySené mire vyuzivan glykogen. Za téchto podminek se muze podil

glykolyzy na metabolismu zvétsit 3 — 4 x. Velky podil na schopnosti niténky prezit i
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v nizkych koncentracich kysliku ve vodé ma také hemoglobin rozpustény
v hemolymfé. Jeho mnoiZstvi je nepfimo Umérné mnoiZstvi kysliku ve vodé.
V prostredich s velkym mnozstvim zahnivajicich latek na dné, kde nizké nasyceni
vody kyslikem jsou jedinci intensivné cervené zbarveni, kdeiZto ve vodach
s dostatkem kysliku jsou pouze svétle Cerveni. Pfi vyssi nasycenosti kyslikem kolem
cca 100 % pfi dané teploté, byly niténky zavrtany v bahné a vycnivalo nékolik
poslednich clankl, které se nepohybovaly (stav apnoe). Pfi postupném poklesu
nasyceni kyslikem niténky vysunovaly stale vétsi ¢ast téla a zrychlovaly rytmické
pohyby koncové c¢asti téla (eupnoe a dispnoe). Pfi poklesu kysliku k nulovym
hodnotam zalezla pokusnd zvifata opét do bahna a nepohybovala se (asphyxie).
Alsterberg se domniva, Ze zminény pohyb hraje vyznamnou ulohu pfi vyméné plyn(

a pfi privadéni k télu vody bohatsi na kyslik (Lellak et al., 1982).

Pod pokozkou je rozsadhly svalovy vak, ktery je tvorfen dvéma vrstvami

podélnych sval(, jez umoziuji pohyb jedince (Brinkhurst et al., 1971).

4.2.3. Trdvici a vylucovaci soustava
zacind na bfisni strané prvniho ¢lanku (prostomium) Ustnim otvorem, ktery

pokracuje do hltanu. Dale navazuje jicen, Zaludek a stfevo. Vyusténi tvofi fitni otvor
na pygidiu. Z peritonea obklopujici stfevo se diferencuje zvlastni choragogenni tkan,
jejiz bunky maji depozi¢ni a exkrecni funkci. Dochdzi v nich napftiklad k ukladani
glykogenu a tuk, jimi naplnéné bunky po odtrzeni z tkané aktivné transportuji tyto
latky po téle (jejich kumulace byla zjisténa v mistech poranéni nebo regenerace).
Funkéné jsou prirovnavany k jatrim obratlovca. (Sedlak, 2003; (Brinkhurst et al.,
1971). V chloragogennich burikdch je syntetizovan krevni hemoglobin, jsou
zachycovany a neutralizovdny toxiny, katabolicky se rozkladaji proteiny a kumuluji
amonné latky. Zlutozelené zbarveni chloragogennich bunék je zpUsobeno
akumulovanym heteroxanthinem, vzniklym z kyseliny mocové. Zplsob eliminace
téchto odpadnich Iatek neni dostate¢né zndmy, pravdépodobné se na ném podileji

vyluc¢ovaci organy — metanefridia (Sedlak, 2003).

Vylucovacimi a osmoregulacnimi organy jsou metanefridia. Vétsina

metanefridii je parovych a vyskytuji se vkazdém segmentu kromé genitalnich
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segmentu a chybi také od Sestého do osmého segmentu. Mohou velmi ¢asto chybét
nebo mohu byt méné vyvinuty na jedné strané téla (Brinkhurst et al., 1971).
Vyluéovaci organy z téla odvadéji prebytecnou vodu se zplodinami a ve vyvodnych
klickdch jsou v misté opredeném cévami nékteré latky zpét vstifebdvany do
hemolymfy. Metanefridii jsou pravdépodobné také odstrafiovdny pevné odpadni

latky z odumftelych chloragogennich bunék (Sedlak, 2003).

Obr. 2: Metanefridie niténky — se skladaji z fasnaté nalevky (nephrostom),
z kratkého kandlku, kterym prostupuje prepazka a smycécové Ci spirdlovité
sto¢eného kandlku, ktery vystupuje na povrch malym otvorem

(Brinkhurst et al., 1971).

4.2.4. Cévni soustava
Cévni soustava je uzaviena. Zakladem je pulsujici hibetni a bfisni céva,

spojené obloukovitymi spojkami. Hemolymfa je cervené zbarvend diky
rozpusténému hemoglobinu. Velmi bohatd sit kapilar se nachazi v pokoice, kde

dochazi k vyznamné diflzi plyna (Brinkhurst et al., 1971; Sedlak, 2003) .

Obr. 3: Cévni systém Tubifex tubifex v trupové Casti - predni céva; si — supra-
intestinal vessel (céva nad tenkym stfevem) (Brinkhurst et al., 1971).

4.2.5. Nervova soustava a smyslové organy
Nervova soustava Zebrickovita. Nema oci.
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4.2.6. RozmnoZovani a vyvoj
Niténky jsou hermafroditi. Obvyklé rozmnozovani je pohlavni. Gonady a

jejich vyvody jsou umisténé v predni ¢asti téla pred opaskem. Samici jsou tvorené
parovitym ovariem s parem zdasobnich vack(l na zrald vajicka a parem pohlavnich
vyvodU (jedna se o pozménénd metanefridia). Samci organy tvofi par varlat, par
semennych vackl (vesiculae seminales) na shromazdovani a dozravani spermii a
opét nalevkovité pohlavni vyvody. VSe je doplnéno pdrem chamovych vacku
(receptacula seminis, spermatéky) pro uchovani spermii druhého jedince. Chamové
schranky casto chybéji (Hrabé&, 1981; Brinkhurst et al.,, 1971). Vajicka a spermie
ziskané z druhého jedince se hromadi v posunujicim se hlenovém pouzdie vzniklém
uvolnénim z opaskovych Zlaz, ze kterého po svleceni vznika kokon. Kokon je volné
odkladan na dno. Koneény tvar dostdvd kokon aZ po uvolnéni a tento tvar je
charakteristicky pro jednotlivé druhy malostétinatci. U druhu Tubifex jsou kokony
jednoduché, s prihlednym obalem, ovalného tvaru asi 1 az 2mm Siroké a 2 az 3mm
dlouhé. Pocet vajicek v kokonu je razny (1 — 40), vyvoj embryi probihd pfimo a

nestejné dlouhou dobu, u celedi Tubificidae pfiblizné 20 dnt (Lellak et al., 1982).

Velmi obtizné je odhadnout délku Zivota, protoze témér neexistuji rozdily,
které by byly charakteristické pro jedince uréitého stari. Pfesto se néktefi autofi
pokusili odhadnout maximalni délku Zivota, kterd je zavisla na radé vnéjsich faktoru
(teplota, dostatek potravy, predatofi,...) a pohybuje se cca 11 let. V laboratornich
podminkach se tato doba zkracuje zhruba na polovinu — zde hraje vyznamnou roli
celoro¢ni stabilni teplota, kterd dobu preziti vyrazné ovliviiuje (Timm, 1984). Navic
po kopulaci dochdzi k resorpci pohlavniho aparatu a puvodné dospély jedinec se

stava juvenilnim (Lelldk et al., 1982; Brinkhurst et al., 1971).
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Obr. 4: Schéma predni ¢asti téla organismu cel. Tubificidae;

pr — prostomium, t- testis (varlata), sp — spermatheca (chamové vacky), o — ovary
(ovarium), v — vas deferens (chdmovod), a — atrium, pt — prostate (prostata)
(Thorp et al., 2001).

MuUzZeme se také setkat s nepohlavnim - architomickym rozmnoZovanim.
V tomto pfipadé dochazi k regeneraci chybéjicich ¢asti téla az po uplném oddéleni

dcefinych jedinc(.

Publikovana studie Baldy a Ferragutiho z roku 2005 byla zaméfena na vyjasnéni
Jreprodukéni strategie nitének” pomoci analyzy markerd - alelickych izoenzym( —
Pgi (fosfoglukoisomerazy), Pgm (fosfoglukomutdzy), Idh (isocitratdehydrogenazy)
elektroforézou, doprovazené studiem produkce a hodnoceni spermii. Laboratorni
experimenty objasfovaly jednak typ nepohlavniho rozmnozovani (partenogenetické
¢i samooplodnéni), ddle reverzibilnost partenogenetického rozmnozovani - nutnd
nebo podminéna a predpoklady vzniku pohlavniho rozmnozovani u laboratornich
kultur. Rodicovské potomstvo bylo ziskdano z pfirozené lokality feky Lambro
v severni Italii v obdobi jara a podzimu. Do experimentu vstupovali jedinci vylihnuti
z kokon, rozdélenych do nékolika studovanych skupin o rozdilné pocetnosti a stafi.
Na zakladé dosazenych vysledkd bylo odvozeno, Ze stfidani pohlavniho a
nepohlavniho rozmnoZovani ddva smiSené potomstvo. Nepohlavni rozmnoZovani je
partenogenetické s cyklickym pribéhem. V pfirozenych podminkach se vyskytuje
v pfipadech nepfiznivych abiotickych a biotickych podminek. Pfi dosazeni naptiklad
vhodné teploty Ci hustoty populace je ale upfednostnéno pohlavni rozmnozovani.
V experimentdlnich laboratornich podminkdach se nezdarilo pohlavni rozmnozovani

(Baldo et al., 2005).

24



4.3. Vyuziti niténky jako modelu biologické aktivity
4.3.1. Proces dekontaminace, bioakumulace a eliminace tézkych kovu u niténky

Tubifex tubifex je znam jako velmi odolny druh ke znecisténi vody tézkymi
kovy, zejména médi a olovem, avSak mechanismy této adaptace nejsou presné

znamy.

Byla provedena studie, kdy po expozici niténky subletdlni koncentraci médi a
olova doslo k abnormalité zadni casti téla. Morfologie predni casti téla téchto
nitének byla podobnd jako u kontrolni skupiny. Nebyla zde Zadnd morfologicka
zména bfisnich ani hrbetnich stétin, prostomium bylo neporusené. Avsak asi 75%
téchto nitének mélo abnormalni kauddlni ¢ast. Polovina nitének zadni ¢ast uplné

postradala nebo ji obnovovala ze zbytku.

Ztrata ocasni Casti zahrnovala nékolik krok(. Niténka nejdfive odskrtila a
izolovala zadni ¢ast od zbytku téla. Oddélena ¢ast pak zdegenerovala, zkroutila se a
kazdy jednotlivy ¢lanek se zformoval do kulicky. Ve druhém kroku byla ztracena
koncova cast. Ve tretim kroku se rana uzavrela a zhojila. Ve ¢tvrtém stupni se
regenerovala nova abdomindlni oblast. Toto ukazuje, Ze Tubifex tubifex se timto
zpUsobem chrani pred zvysujici se koncentraci tézkych kovl oddélenim zadni ¢3sti
téla, kde jsou tyto kovy naakumulovany (Lucan-Bouché et al., 1999b). Stejni autofi
provedli obdobnou studii zaméfenou na kadmium. Opét hodnotili autonomii
pomoci skenovaciho mikroskopu jako subletalni toxicitu kadmia. Celkovy test
probihal 96 hodin a v pribéhu experimentu bylo kazdych 24 hodin, hodnoceno
mnoistvi Zivych nitének v zavislosti na koncentraci latky. Nejdéle prezivali
v nejnizSich  koncentracich. Experiment doplnili  hodnocenim  schopnosti
bioakumulace. Zjistili, Ze pokud byla niténka vystavena nejvyssi testované
koncentraci (0,01 mg.I") do$lo zaroveri k nejvétsi bioakumulaci — biokoncentraéni

faktor 18,430. Pfi polovi¢ni koncentraci (0,05 mg.I™") se biokoncentraéni faktor snizil

na 15,040 (Lucan-Bouché et al., 1999a).

Némecky tym Philippa Egelera se zaméfil na studium bioakumulace

lipofilnich latek (hexachlorcyclohexan, hexachlorobenzen a dichloroanilin) pfi
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predpokladu, Ze se vaii na vodni sedimenty. Niténky zde slouZili jako model
bioakumulace a bioeliminace téchto cizorodych Iatek. Experiment probihal
s artificidlnim sedimentem, kam byly uméle pridany radioaktivné znacené lipofilni
latky. Byl vypocten bioakumulaéni faktor z poméru hodnot koncentraci latek v
niténkach ke koncentracim latek v sedimentu. Po té se niténky pfemistili do Cistého
sedimentu a hodnotila se doba eliminace (hexachlorcyclohexanu a
hexachlorobenzenu). Obé dvé slouceniny byly eliminovany srovnatelné rychle a
kompletné. Zaroven nebyl detekovan zadny z hlavnich metaboliti. Tyto ziskané
zavéry jsou v rozporu s hodnocenimi na rybach, proto se do budoucna poskytnuté
informace niténkami nemohou extrapolovat na ryby i jiné vodni organismy pfi
hodnoceni nebezpecnosti latek v Zivotnim prostfedi (Egeler et al.,, 1999).
S obdobnymi zavéry se mulZeme setkat v praci africkych badatelli, ktefi pro
hodnoceni bioakumulace tézkych kovl (olovo, kadmium, mangan, méd a zinek)
odebirali vzorky kalu a nitének pfimo z Cistirny odpadnich vod mésta Blantyre. Pfi
srovnani hodnot namérenych v kalu s hodnotami zjisténymi v télech nitének, které
byly nékolika nasobné nizsi, dospéli k ndzoru, Ze kromé kadmia byly prokazany
signifikantni rozdily mezi koncentraci v kalu a pfimo v niténkach. U kadmia byly
naméreny obé koncentrace srovnatelné. Timto autofi prokazali, Zze niténky maji
nizkou schopnost bioakumulace vredlném prostiredi a zdroven maji velkou

schopnost bioeliminace (Kaonga et al., 2010).

K podobnym zavérim dospéli ve studii Patricia L. Gills a kol., ktefi prijem a
vylucovani hodnotili na zakladé koncentrace metallothioneinu, nizkomolekularniho
proteinu, ktery se ucastni detoxikace kovu. Cd, Pb a Ni ve formé dusi¢nan(, byly
vystaveny niténky v experimentdlnich podminkach po dobu 6 tydn(. Po expozici
byly preneseny do Cistého akvaria, kde se sledovala schopnost uvolfiovat uvedené
kovy. Prijem kadmia byl nejrychlejsi v pribéhu 24 hodin a jeho maximalni
koncentrace byla dosazena po 96 hodindch a dale po 4 tydnech. Naopak nejrychleji
se vylucoval Ni, ktery se prvotné hromadi ve stfevnim obsahu a tim je umoznéno
rychlejsi uvolnéni. Kadmium i olovo se hromadi vtkani a odtud je vylucovani
pomalejsi (Gillis et al., 2004). Pozitivni korelace na vyskyt tézkych kov( a

metallothioneinu byla uvedena v fadé dalSich publikaci — Mosleh et al., 2006; Gillis
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et al., 2002. Na toxicitu tézkych kovd ma i vliv pH. V souboru deseti kovu (Cu, Cd, Co,
Cr, Hg, Pb, Ni, Fe, Mn, Zn) byl sledovan vliv pH (6, 7, 8). Niténky prezivaly |épe pfi
pH 7. U Zn, Cu, Cd a Pb se prokazala signifikantni zavislost na pH 6, ktera méla vliv
na zvySenou mortalitu (Khangarot et al., 2003). Zaroven i teplota ovliviiuje citlivost
nitének na pusobeni kovl. Ve stejném souboru kovl bylo zjisténo, Ze akutni toxicita
Cd, Cr, Co, Cu, Pb, Fe, Ni, Zn se zvySuje se vzrustajici teplotou. Toxicita Mn neni

ovlivnéna teplotou a u Fe ma jen nepatrny vliv (Rathore et al., 2002).

4.3.2. Interakce niténky s UV zafenim

Soni a Joshi (1997) ve své studii ozarovali Tubifex tubifex UVA, UVB, UVC a
pfimym slunecnim svétlem aby demonstrovali zmény v chovani. Ve své zpravé

referuji o nasledcich ozareni Tubifex tubifex UV svétlem.

Kontrolni set organism( byl ponechdn v laboratofi v neozarené destilované
vodé nebo ve zneliSténé vodé z feky — po 24 hodinach byla mortalita pod 5%.
Organismy vystavené UVA zareni o intenzité 2,5 J a 10 J preZivaly az do 20 hodin

ozatovani, ale po 480 hodinach nasledného stani jich zahynulo 12 — 17 %.

Tubifex tubifex velmi citlivé reagoval na UVC zareni. Po ozareni UVC o intenzité
50mJ byla pozorovana okamZzitd umrtnost organismu. Organismy projevovali velmi
rozdilné stupné mortality po expozici UVB zarenim. Péti az desetihodinové ozareni
nizkou davkou UVB zareni o intenzité 100 mJ) prezilo 100% organismli a pfi
pozorovani dalSich 48 hodin byl stupen mortality pomérné nizky. Organismy
vystavené dvou az desetihodinovému ozareni UVB o intenzité 250 — 500 mJ sice
kompletné prezily ozareni, ale nasledné umiraly mnohem rychleji nez pfi pokusu

s intenzitou 100 mJ.

Ze studie vyplynulo, Ze vystaveni nizkoenergetickému dlouhovinnému UVA
zateni  Tubifex tubifex neposkozuje. Nejvice toxické se projevovalo
vysokoenergetické kratkovinné UVC zareni, coz ale v praxi neni tak podstatné nebot

toto zareni je atmosférou odfiltrovano a k zemskému povrchu se nedostane.
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vevys

davky mél za nasledek vyrazné zvyseni mortality bunék (Soni et al., 1997).

Vroce 2001 navdazal na predchazejici studii opét tym indickych autor(.
Zaméril se na negativni vliv UVB zafeni (0,35 + 0,5 J). Vychazel z pfedpokladu, Ze
UVB zdareni indukuje mortalitu nitének a podili se na produkci reaktivnich forem
kysliku (superoxidu, peroxidu vodiku, hydroxylového radikalu) niténkami. Mortalita
nitének zacala jiz v pridbéhu 3 h ozafeni. V dlsledku oxidacniho stresu doslo
k poklesu hladiny glutathionu, coz vede k odumfeni bunék a poskozeni tkané; mize
vést i ke vzniku nadorl. Prokazana byla i snizend koncentrace glutathion-S-
transferdzy. Signifikantné doslo ke zvySeni obsahu ,reaktivnich sloucenin kyseliny
thiobarbiturové” po expozici UVB, coz naznacuje potencial pro fotoperoxidaci lipid(
membrany. Tyto procesy zpUsobuji nevratné poskozeni bunék a vedou k zahjjeni

patologickych procest (Misra et al., 2002).

4.3.3. Vyuziti Tubifex tubifex ve srovnavacich studiich s metodami in silico
Metody in silico jsou zalozeny na odhadu vypoctem pomoci modell

vytvorenych v pocitadich. Mezi nimi jsou jiz dlouho vyuZivany metody a modely
analyzy QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship — kvantitativni vztahy
mezi chemickou strukturou latek a velikosti jejich biologického Ucinku) a SAR
(Structure Activity Relationship). Niténka Tubifex tubifex byla vyuZita ve
srovnavacich studiich pro testovani toxicity jednoduchych alkohold. Dosazené
vysledky velmi dobfe korelovaly s daty ziskanymi na pokusech s obratlovci a zaroven
pfi srovnavaci analyze QSAR. Publikované vysledky demonstruji moznost vyuziti
modelu zastavy pohybu niténky jako plnohodnotnou nahradu obratlovcd, ktefi se
v testech toxicity Casto vyuzivaji (Tichy et al., 1996; Tichy et al., 2007; Tichy et al.,
2008).
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5. Experimentalni cast

5.1. Metodika testovani fotosenzibilizatort

Pilotni testovani vychdazelo z metodiky doc. RNDr. Miloné Tichého, CSc. ze Statniho
zdravotniho Ustavu v Praze a publikovaného jako: Alternativni metoda stanoveni
akutni toxicity chemikdlii: zastava pohybu cervl Tubifex tubifex, Pracov. Lék., 48,

1996, 225 - 230

Metodika zahrnuje:

pfipravu modelového organismu
pfipravu testovanych latek
vlastni testovani

vyhodnoceni vysledk(

v A W hdE

zhodnoceni experimentu a statistické zpracovani

5.1.1. Pfiprava modelového organismu Tubifex tubifex
Pokusné niténky byly zakoupeny v potfebdch pro akvaristy. Nemély by byt

dlouho uskladnény. Lépe je ziskat niténky pfimym odlovem zvolné pfirody.
V soucasné dobé je jejich masivni vyskyt pozorovan v oblastech, kde neni zcela
dokonale vyreseno Cisténi odpadnich vod, které je spojeno s bakteridalnim oZivenim.
Transport do laboratore byl proveden v chladici tasce pro zajisténi konstantni
teploty. Prudka zména teploty (vysoka teplota v lété) jednak urychluje rozkladné

procesy v populaci nitének a zaroven dochazi k poskozeni celého povrchu téla.

Takto ziskané organismy po velmi dudkladném nékolika ndasobném
proplachnuti deionizovanou vodou byli umistény do adaptaéniho akvaria. Dno bylo
pokryto do cca 1/3 jemny ficnim piskem ve smési s jilovitymi ¢asticemi. Dvakrat
tydné byly krmeny vlockami TetraMin. Pfi dlouhodobéjsi adaptaci byly cca 1 x za

mésic pfidany susené kvasnice.
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V laboratornim akvariu byla konstantni teplota vody 20 + 2 °C, svételny
rezim svétlo : tma v poméru 10 : 14 , mnoZstvi rozpusténého kysliku nejméné 8
mg.l' a pH = 7,5 + 0,1. Vyménu vody (deionisované vody) v akvériich byla
provadéna 1 x za tyden. V pripadé potreby i ¢astéji — tato situace nastala pfi ziskani
nitének z oblasti silné znedisténych, zapachajicich nebo pfi vysoké (v Iété) Ci nizké (v

zimé) teploté vzduchu a vody v prabéhu roku.

V adaptacnich podminkach byly ponechdny niténky optimdlné 14 dnaq,

nejméné 1 tyden.

24 hodin pred vlastnim zahdjenim experimentu byly niténky vyjmuty
z akvaria a premistény do Petriho misky s deionizovanou vodou, umistény do
termostatu (20 °C, bez pfitomnosti svétla) a nebyly krmeny. Jakdkoliv manipulace

probihala pouze entomologickou pinzetou, aby nedoslo k poskozeni organismu.

5.1.2. Priprava testovanych latek
Bylo postupovano podle rozpustnosti latek. Z latek hydrofilnich byla

pfipravena koncentraéni fada. Latky hydrofobni byly rozpoustény v pfidavku
organického rozpoustédla (DMSO) do maximdlni koncentrace 1,5 o0bj.%.
Rozpustnost hydrofobnich [atek v DMSO byla urychlena ultrazvukem. Veskerd

manipulace s latkami probihala bez pfitomnosti pfimého osvétleni, za Sera.

5.1.3. Vlastni testovani
Pomoci entomologické pinzety byly naplnény 24 jamkové desticky

niténkami. Kazda jamka byla naplnéna 480 ul deionizované vody kam bylo pfidano
po 6 jedincich. Niténky byly charakterizovany Zivou hmotnosti, ktera se pohybovala
vrozmezi 14 — 20 mg. Po té byla desti¢ka zkontrolovana pod stereo mikroskopem
(se studenym svétlem), aby nebyli do experimentu vybrani jedinci poskozeni, a
nasledné byla desticka umisténa do termostatu pfi teploté 20 °C, kde byla

pfipravena na pfidani testovanych latek.

Pred zapocetim vsech experiment( byl proveden test se standardni latkou
MnCl, pro ovéreni vitality nitének. Po uplynuti standardni doby (1 h) byla odectena

mortalita LCsq [68,04 mM (29,95 — 36,74 mM)]. Pro ovéreni citlivosti Tubifex tubifex
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viaci UVA zareni a fotosenzibilizantu byl proveden test s pozitivni kontrolou -
bengalskou cerveni. Test probihal 30 minut. Po 30 minutach byla vyhodnocena
mortalita [ozafené — LCso 0,82 mM (0,75 — 0,89 mM); neozarené - LCso 4,69 mM

(1,59 — 13,89 mM)]. Nasledné bylo pfistoupeno k vlastnimu testovani.

Naredénd sada testované latky byla pfidana k niténkam v inkubatoru
(20£2°C). 15 minut bez pritomnosti svétla probihalo syceni. Po 15 minutach byla
desticka vloZzena pod UV lampu — UVA zafeni (365 nm; hustota zarivého toku 350

HW/cm?).

Pti vlastnim testovani latek bylo zadinano tzv. predbéznymi testy, abychom
mohli zjistit rozpéti koncentraci latek, na které niténka reaguje. Na zakladé
vyhodnocenych vysledkl byl proveden vlastni test. Soucasné s testovanou latkou
byla na destickach i kontrola nitének (negativni kontrola) pouze v deionizované
vodé bez pfitomnosti testované latky. V ramci testovani fotosenzibilizator( byla
naplnéna desticka testovanou latkou a kontrolou (deionizovana voda) a po celou
dobu experimentu umisténa ve tmé v inkubatoru (20+2°C). V tomto pfipadé byl
testovan pouze vliv latky bez pfitomnosti zareni. Na zavér zvolené doby ozarovani
(30 min; 45 min; 60 min; 120 min; 240 min) bylo ihned provedeno vyhodnoceni
desti¢ek pod stereomikroskopem. Kazdy experiment probéhl nejméné trikrat pro

ovéreni spravnosti.

Obr. 4: 24 jamkova desticka — davkovaci schéma
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5.1.4. Vyhodnoceni vysledkd
Jako endpointy byla hodnocena:

- mortalita (niténky nejevily zndmky pohybu a nepulsovala hrbetni céva po
dobu 10 minut ani po kontaktu s tupym koncem preparacni jehly) — LCsq
- procento poskozenych jedincl — hodnoceno zejména v predni ¢asti téla

(oblast prostomia) a pfi pohledu na celou niténku — ECsg

5.1.5. Zhodnoceni experimentu a statistické zpracovani
Na zdkladé vyse uvedenych zjiSténi statisticky byly vyhodnoceny - nelinearni

regresni analyzou (statisticky software Prisma 5) hodnoty LCso pro mortalitu ozarené

a neozarené jedince; ECso v pfipadé hodnoceni poskozeni.

JestliZe jsou v obou pfipadech jak pfi ozafeni (+UVA), tak bez ozareni (-UVA)
ziskdny uplné krivky zdavislosti odezvy na koncentraci, lze vyuZzit vypocet pro
fotoiriacni faktor (PIF) vypocitat z poméru hodnot ECsy (koncentrace, ktera zpUsobi
50% mortalitu LCsq, ptipadné poskozeni ECso) bez UV ozédreni a stejnych hodnot

ziskanych pfi ozareni podle vzorce:
tzv. PIF (fotoiritacni faktor):

_ EC50 (-UV)

PIF = EC50 (+UV)

Definice rika, Ze testovany materidl je potencidlné fototoxicky nebezpecny,
je-li PIF 2 5. Tento vypocet se vyuziva pfi hodnoceni a zpracovani vysledku in vitro
testu: FOTOTOXICITY — ZKOUSKY FOTOTOXICITY 3T3 NRU /N VITRO (Jones et al.,
2003; Smérnice komise 2000/33/ES).

5.2. Testované latky
1. Iatky s prokazanou fotosenzibiliza¢ni aktivitou — bengalska cerven, khellin,

xantotoxin - p.a., Sigma Aldrich
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2. izolované aktivni pfirodni latky - thiofenovy polyyn, umbelliferon, skopolin,
skopoletin — C¢istota a pravost latek ovéfena IC spektroskopie, UV
spektroskopie, NMR spektroskopie

3. syntetické latky — salicylanilidy (2), thiosalicylanilidy (1+5) - Cistota a pravost
latek ovérena IC spektroskopie, UV spektroskopie, NMR spektroskopie

4. |éCiva — standard antibiotika: amoxicilin - p.a. (Sigma Aldrich) a |éciva

Augmentin a Ospamox

5.2.1. Latky s prokazanou fotosenzibiliza¢ni aktivitou — bengalska ¢erven, khellin,

xantotoxin

5.2.1.1. Bengdlska cerven
4,5,6,7-tetrachloro-3’,6"-dihydroxy-2",4",5°,7 -tetrajodospiro-[isobenzofuran-

1(3H),9°-(9H)xanten]-3-on sodny

Bengadlska Cerven je xanthen charakterizovany vysokym absorpcnim koeficientem ve
viditelné oblasti spektra a se sklonem k preddvani elektron( v excitovaném stavu za
vzniku radikal( s dlouhou Zivotnosti. Diky svym fotochemickym a fotofyzikalnim
vlastnostem je bengalska Cerven Siroce pouzivand jako idedIni reagens vSude tam,
kde se ocekava vytvareni singletového kysliku nebo reaktivnich radikal( (Fini et al.,
2004), jako standard pfi studiich aktivity potencialnich fotosenzibilizantl (Mothilal,

2004; Rajendran et al.,, 2004). Jako zdroj singletového kysliku ve studiich
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fotochemické degradace latek, ve vyvoji metod pro dekontaminaci odpadnich vod
(Miller, 2005) nebo pfi objasfiovani bunéénych obrannych mechanisml proti

poskozeni singletovym kyslikem (Kim et al., 2004).

5.2.1.2. Khellin
4,9-methoxy-7-methyl-5H-furo[3,2-g][1]benzopyran-5-on
OCHj
HsC 0 o

W
0 OCHs

Khellin je pfirozené vyskytujici furochromon, plvodné popsany v semenech Amni
visnaga L. Dostava se mu velké pozornosti — kromé chemickych a toxikologickych
oblasti je také dlikladné zkouman kv(li svym farmakologickym vlastnostem (Pi$ et
al., 1994; Budesinsky et al., 2008). Fowlks a kolektiv byli prvni, kdo rozpoznali
fotosenzibilizujici vlastnosti khellinu pro gram-pozitivni bakterie (Trumble et al.,
1991). Na fotochemické a fototerapeutické vlastnosti podobné furokumarinim se
dd usuzovat jiz ze strukturalni podobnosti. Pfi pokusech se skutec¢né ukazalo, Ze
khellin je ve fotochemoterapii vitiliga pfinejmensim stejné ucinny jako psoralenové
derivaty. Vyhodou oproti bifunkénim psoralenim je nepritomnost dlouhodobych
vedlejSich ucinkG a fototoxickych erytémogennich Gcink( na kizi a dale nizka
genotoxicita khellinu. Tyto dlvody podnécuji snahu o syntézu novych derivat(
furanochromon( jako terapeuticky aktivnéjSich a méné toxickych molekul. Chen a
kol. se ve své studii zabyvali schopnosti khellinu Stépit DNA i schopnost tvofrit
»crosslink” vazby a dosli k zavéru, Ze khellin je sice slabsi fotosenzitizér nez
psoraleny, ale presto je schopny Stépit DNA i tvofit ,crosslink” vazby a tato

schopnost je zavisla na davce (Chen et al., 1993).

5.2.1.3. Xantotoxin
9-methoxy-furo([3,2-g]chromen-7-on
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A

Jeden z nejbézinéjsich furokumarinl produkovanych rostlinami. Tyto latky jsou velmi
uziteCné nejen pro rostliny jako antifungdlni a antibakteridlni Cinitelé, ale také
v humanni mediciné. Tato skupina sekundarnich metabolit( je Uspésné a efektivné
uzivana diky svym fotoreaktivnim vlastnostem; tato tzv. PUVA-metoda ma fadu
indikaci, z nichz nejvyznamnégjsi jsou lupénka, kozni formy T-bunécného lymfomu,
vitiligo a nékteré fotodermatdzy. Fototerapie s psoraleny spociva v terapeutické
kombinaci psoralenovych derivatd a dlouhoviného UVA-zareni, kdy uvedené
slouceniny vyvolavaji zvySenou citlivost vici uvedenému pasmu solarni radiace (Pis
et al., 1994). Rostliny Amni majus L. (Apiaceae) \ Ruta graveolens L. (Rutaceae) jsou
povaZovany za nejbohatsi zdroje pfirodnich kumarint jako je umbeliferon a linedrni
furokumariny jako je psoralen, bergapten a pravé xantotoxin. Furokumariny maji

Siroky rozsah fotobiologickych aktivit (Birkhduser, 1962; Slovékova et al., 2009).

5.2.2. Izolované aktivni pfirodni latky - thiofenovy polyyn, umbeliferon, skopolin,
skopoletin

5.2.2.1.Thiofenovy polyyn
(E)-1-[5-(hept-5-en-1,3-diynyl)-2-thienyl]-ethan-1,2-diol

OI

H C$C S /

UCH\OH

Polyyn ziskan z rostliny Leuzea carthamoides DC., parcha saflorova, ¢el. Asteraceae,
(syn. Rhaponticum carthamoides (Willd) lljin). Byl izolovan na katedre farmaceutické
botaniky a ekologie Farmaceutické fakulty Hradec Kralové (Chobot et al.,, 2003).
Rostlina je zdrojem hned nékolika skupin biologicky aktivnich latek, predevsim

ecdysteroid( (derivat cholestanu) s hlavné adaptogennimi Gcinky a hofce
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chutnajicich guajanolidl (seskviterpenickych laktond) vyuzitelnych jako digestivum
(Rajendran et al., 2004). Dalsimi dalezitymi slou¢eninami v rostliné jsou flavonoidy,
stilben, polyacetyleny (polyyny) a N-feruloylserotoninové izomery (Rajendran et al.,
2004; Miller, 2005). Vodné ¢i alkoholové extrakty pfipravené z kofenl Leuzea
carthamoides jsou pouzivany jako stimulans, roborans a tonikum (Kim et al., 2004);
je pouzivan pfi nervovém vypéti v boji (combat stres), pro zlepseni psychické i
fyzické kondice, pro anabolické, antioxidaéni a antikancerogenni Uucinky, pro
prevenci infekénich onemocnéni, neurdz apod. (Rajendran et al., 2004; Miller, 2005;

Jahodar et al., 1999).

5.2.2.2. Umbelliferon, skopolin, skopoletin
Testované latky byly ziskany z rostliny Evolvulus alsinoides L. (evolvulus kutickovity),

¢el. Convolvulaceae. Izolaci a identifikaci latek se zabyval Mgr. Franti$ek Cervinka ve
své disertacni praci: Bioassay quided separace metabolitl vybraného rostlinného
druhu — Evolvulus alsinoides na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci

Kralové.

Pro predpokladané fotosenzibilizacni ucinky byly vybrany zastupci kumarint:

umbelliferon, skopoletin a skopolin.

HO 03,20 GlcO 0. .0 HO 0. .0
T3 13 >
B 3 B 5 B 5
4 4 4
L7 H4CO L H4CO L

Umbelliferon Skopolin Skopoletin

Jednd se o derivaty o-kumarové kyseliny vyskytujici se bud ve volné formé, nebo
glykosidicky vazané s cukry. K zakladni strukture muze byt navic prikondenzovan
furanovy nebo pyranovy cyklus. Jejich ucinek je zavisly na nenasyceném laktonovém
kruhu. Nejéastéji jsou kumariny spojovany s antikoagulacéni aktivitou. Ta vSak neni
prilis vyznamna, protoze pfi prlchodu GIT dochazi k inaktivaci kumarinu a vysledny

antikoagulacni efekt je velmi slaby.
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Kumarinlm lze pfipisovat ndsledujici ucinky: antiagregacni, spasmolytické,
antimikrobialni, fototoxické, hypnotické, antifungalni, antiprotozodlni, antioxidacni,
kardiotonické, venotonické, insekticidni, abortivni a antimutagenni. Ovliviuji také
gastrointestinalni trakt a tlumi CNS.

Mezi jejich nejvyznamnéjSi toxické ucinky lze zafadit fototoxicitu.
Senzibilizuji pokozku na slunecni zareni a plsobi silné zarudnuti pokozky a alergické

reakce (Tomko et al., 1999; http://faf.vfu.cz; Cervenka, 2009).

5.2.3. Syntetické latky — salicylanilidy, thiosalicylanilidy

5.2.3.1. Salicylanilidy
3',4' 5-trichlorsalicylanilid

4',5-dibromsalicylanilid

Q \—RZ R R?
Ll X N = 5-Cl 3,4-Cl,
R H
= OH 5-Br 4-Br

Substituované salicylanilidy pouzité pro testovani fotosenzibilizace byly pfipraveny
na Katedre anorganické a organické chemie FaF UK reakci substituované kyseliny
salicylové s pfislusSnym anilinem a chloridem fosforitym v chlorbenzenu.
Salicylanilidy jsou vyznamnou skupinou biologicky aktivnich slouéenin. V zavislosti
na druhu, poctu a poloze substituentd mohou mit rlizné biologické ucinky, napfr.
antibakteridlni, protituberkuldzni, antimykoticky, anthelminticky, moluskocidni,
antiprotozoarni, herbicidni, analgeticky a protizanétlivy (Kubicova et al., 1992).
Halogenované salicylanilidy vykazuji dva typy ucinkd souvisejicich s ozarenim.
Prvnim z nich je fototoxicky ucinek, tj. zanétliva reakce po ozareni. Ta je dUsledkem
chemického poskozeni tkani vlivem fotochemickych procest (poskozeni biologicky
aktivnich molekul reaktivnimi formami kysliku), které jsou stimulovany fototoxickou

latkou. Kromé toho pusobi halogenované salicylanilidy i jako fotoalergeny. Jedna se
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o bunkami zprostfedkovanou reakci pozdniho typu, pficemz fotoalergen
(salicylanilid) pUsobi jako prohapten. K fotoalergizujicimu plsobeni dochazi
uvolnénim jednoho ¢i vice halogenovych radikdld po ozareni UV; volny radikal
reaguje s proteiny za vzniku nové molekuly, kterd mlze plsobit jako antigen in vivo.
(Harber et al.,, 1967). Drive byly zejména halogenované salicylanilidy casto
pouzivany pro své antimikrobidlni ucinky jako antiseptika a desinficiencia
v mediciné, kosmetice itechnickych oborech. Na prelomu 50. a 60. let minulého
stoleti, se ale gzjistilo, Ze halogenované salicylanilidy vyvolavaji fotokontaktni
dermatitidy, a proto byly aZz na vyjimky postupné stazeny z pouZivani (Kubicova et

al., 1992).

5.2.3.2. Thiosalycilanilidy

R1 R,
thiosalicylanilid H H
3’,4’-dichlorthiosalicylanilid H 3,4-Cl,
4’-methylthiosalicylanilid H 4-CH;
5-chlorthiosalicylanilid 5-Cl H
3,5-dichlor-4"-chlorthiosalicylanilid 3,5-Cl, 4-Cl
3,5-dichlor-4"-bromthiosalicylanilid 3,5-Cl, 4-Br
S s
R2
X
OH

Thiosalicylanilidy jsou sirnou obdobou salicylanilidll, tzv. izostery (Waisser et al.,
2001). Substituované thiosalicylanilidy pouZité pro testovani fototoxicity byly

pfipraveny na Katedre anorganické a organické chemie FaF UK reakci substituované
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kyseliny thiosalicylové s pfislusSnym anilinem a chloridem fosforitym v chlorbenzenu

(Waisser et al., 2003).

5.2.4. LéCiva — standard antibiotika: amoxicilin - p.a. (Sigma Aldrich) a l1éCiva
Augmentin a Ospamox

5.2.4.1. Amoxicilin
C16H19N305S

HO

HzN

I=

OH

Peniciliny jsou rozdélovany do ¢tyr hlavnich kategorii dle rizného spektra aktivity.
Ptirodni peniciliny (penicilin G a penicilin V) jsou aktivni proti mnoha gram-
pozitivnim mikroorganismim, gram-negativnim kok(m a nékterym dalSim gram-
negativnim organismim. Polosyntetické aminopeniciliny (ampicilin, amoxicilin,
bakampicilin a pivampicilin) pUsobi proti penicilin-senzitivnim bakteriim stejné jako
proti Escherichia coli, Proteus mirabilis, Salmonella spp., Shigella spp. a

Haemophilus influenzae.

lécCiva
5.2.4.2. Augmentin 625 mg - drzitel rozhodnuti o registraci: Smithkline Beecham

Pharmaceuticals, Brentford, Velka Britanie

- ATC skupina: JO1CR02; Iékova forma: Potahovanad tableta
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- ucinnd latka: Amoxicillinum trihydricum 574 mg (coz odpovida 500 mg amoxicilinu)
a Kalii clavulanas 149 mg (coZ odpovida 125 mg kyseliny klavulanové) v jedné
tableté

- pomocné latky: magnesium-steardt, sodnd sul karboxymethylskrobu, koloidni oxid
kfemicity, mikrokrystalickd celulosa, oxid titanicity, hypromelosa 2910/5,
hypromelosa 2910/15, makrogol 4000, makrogol 6000, dimetikon

5.2.4.3. Ospamox 375 mg/5 ml - drZitel rozhodnuti o registraci: Sandoz GMBH,
Kundl, Rakousko

- ATC skupina: JO1CAO04, lékova forma: zrnény prdsek pro pfipravu perordlni
suspenze

- uc¢innd latka: Amoxicillinum trihydricum 430,5 mg (coZ odpovidd 375 mg

amoxicilinu) v5 ml (1 odmérce) suspenze

- pomocné latky: Benzoan sodny, dihydrat sodné soli sacharinu, simetikon, citronan
sodny, galaktomanan guar, aroma mucenkové, malinové a jahodové

(Mikro-verze AISLP — CR 2008.1 pro MS Windows).
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6. Vysledky

6.1. Latky s prokazanou fotosenzibilizaci — bengalska cerven, khellin,
xantotoxin

6.1.1. Mikroskopické hodnoceni

Design experimentu:

» Zpocatku bylo potfeba objasnit, zda niténka reaguje na predkladané latky a
jakym zplsobem dochazi k poskozeni povrchu (SKEM), které bylo jenom
lehce pozorovatelné pod stereomikroskopem pfi celkovém zvétseni 40x.

» Hodnoceni bylo doplnéno kvantifikaci poctu poskozenych jedincl a

hodnotou mortality.

Vzorky pro elektronovu mikroskopii byly zpracovany ihned po vyhodnoceni
vysledk( pod stereomikroskopem. Postup zpracovani vzorku vychazel ze standardni
metodiky Laboratore elektronové mikroskopie (Laboratof charakterizace
molekuldrni struktury) Mikrobiologického Ustavu Akademie véd Praha, kterd byla
pozdéji publikovdna (Eichlerova |. et al.,, 2007): niténky byly fixovany v 3%
glutaraldehydu v 0,1 M kakodylatovém pufru, pH 7,2 pfes noc. Nasledujici den byly
intenzivné proprany v kakodylatovém pufru a odvodnény ve vzestupné alkoholové
radé (25, 50, 75, 90, 96 a 100%), posléze ve 100% acetonu a vysuseny pfi kritickém
bodu (Balzers CPD 010). Na zavér byly vzorky pokoveny zlatem a pozorovany pod
skenovacim mikroskopem Aquasem (Tescan, Brno). Vzorky byly zpracovany ve

spolupraci s RNDr. Olgou Kofroriovou, CSc. a RNDr. Oldfichem Benadou, CSc.

Vysledky pozorovéni pod skenovacim mikroskopem viz. PRILOHA 2 (publikace:
Vytlacilova J., Chobot V., Jahodar L., Laakso I., Vuorela P. (2004): Tubifex tubifex
Mill. — photosensitive organism, Cent Eur J Publ Health, Suppl, 12, S89-593)

- v této publikaci jsou prezentovany vysledky bengalské ¢ervené a chinidinu
pozorovatelné pod skenovacim mikroskopem doplnény vypoctem ECsg pro

pocet poskozenych jedincl

41



- nepublikované vysledky pro khellin ve srovnani s niténkou bez pfitomnosti

testované latky; vlastni experiment popsan dale

Obr.5: Poskozeni niténky vlivem khellinu pfi 30 min ozafeni a bez ozareni (UVA),

porovnani s kontrolou (ozafenou a neozarenou

ACEG - stredni cast

niténky

BDFH - prostomium,

200 um

peritoneum

A,B- neozarovana
niténka (temnostni
kontrola- deionizovana

voda)

CD- ozarovana niténka

(deionizovana voda)

’

EF- khellin bez ozareni

GH- khellin 30 min.

n ozarovani (UVA)

200 um

C—

200 um

(foto autorka)

42



6.1.2. Toxikologické hodnoceni

Komentafr k dale prezentovanym vysledkiim:

Prezentované tabulky s vysledky hodnoceni jednotlivych latek jsou z divodu

pfehlednosti sdruzeny v jednu tabulku. Ta obsahuje priimérné hodnoty dosazené

pfi tfech paralelnich stanoveni se smérodatnou odchylkou pro jednotlivé testované

koncentrace. Pro vypocet hodnot ECsga LCsg nelinearni regresni analyzou (software

Prisma), slouzily primarni data ze vSech tfi paralelnich stanoveni. Zvolené grafy

vyjadfuji vztah mezi testovanou koncentraci a odezvou organismu (mortalita,

poskozeni) pod vlivem UVA nebo bez pfitomnosti UVA zareni.

6.1.2.1. Bengalska cerven

Testované koncentrace: 2,5 - 0,0012 mM

Doba plsobeni latky v prfitomnosti UVA a bez UVA: 30, 60, 120, 240 min

Vyhodnocovany endpoint — mortalita, poSkozeni

Tab. 1: Bengalska cerven - %+S.0. mortalita nitének v ¢ase ozarovani

30 min 60 min 120 min 240 min
koncentrace Lo L L Lo L L Lo L
mM ozafovdno | neozafovano | ozafovéno | neozafovano | ozafovano | neozafovano | ozafovano | neozafovéno
2,5 8919,8 8310 100+0 8919,8 100+0 100+0 1000 1000
1,25 6710 3310 8310 6710 100+0 8310 1000 1000
0,625 3310 1740 6710 3310 6710 170 1000 8310
0,3125 010 010 010 3310 5010 170 6710 6710
0,1563 010 010 010 010 010 010 6710 500
0,0781 010 010 010 010 010 010 500 3310
0,039 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 33+0 010
0,0195 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 010
0,0098 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 010
0,0049 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 010
0,0024 010 010 010 010 010 010 010 010
0,0012 010 010 010 010 010 010 010 010
kontrola 010 010 010 010 010 010 010 010
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Graf 1: Grafické vyjadreni mortality nitének
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Tab. 2: Hodnoty LCso (mortalita) v mM a PIF faktoru
mM LCso po ozareni \ LCso bez ozareni
(95% interval spolehlivosti) PIF faktor
bengalska cerven — 0,82 (0,75 -0,89) 4,69 (1,59-13,89) 5,72
30 min
bengdlska cerven — 0,55 (0,51 - 0,60) 1,03 (0,58 -1,81) 1,87
60 min
bengdlska cerven — 0,38 (0.34-10,43) 0,90 (0,83 - 0,97) 2.37
120 min
bengalska cerven — 0,08 (0,07 —0,09) 0,17 (0,15-10,19) 2,13
240 min
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Tab. 3: Bengalska ¢erven - %1S.0. poskozenych nitének v ¢ase ozarovani

30 min 60 min 120 min 240 min
koncentrace
mM ozafovano | neozafovano | ozafovano | neozafovano | ozafovano | neozafovano | ozafovano | neozafovano
2,5 100+0 100+0 100+0 100+0 100+0 1000 100+0 100+0
1,25 100+0 8310 100+0 8310 1000 1000 100+0 100+0
0,625 28+9,2 3310 500 5010 8310 5010 100+0 8310
0,3125 0+0 0+0 0+0 3310 78+9,2 3310 100+0 6710
0,1563 0+0 0+0 0+0 00 170 00 1000 170
0,0781 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 010 5619,8 0+0
0,039 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 010 17+0 0+0
0,0195 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 010 010 0+0
0,0098 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 010 010 0+0
0,0049 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 010 010 0+0
0,0024 010 010 010 010 010 010 010 00
0,0012 010 010 010 010 010 010 010 00
kontrola 010 010 010 010 010 010 010 00

Graf 2: Grafické vyjadreni procenta poskozenych nitének
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Tab. 4: Hodnoty ECso (poskozeni) v mM a PIF faktoru

mM ECso po ozareni \ ECso bez ozareni
(95% interval spolehlivosti) PIF faktor
bengalska cerven — 0,31(0,22-10,46) 0,72 (0,50-1,03) 2,32
30 min
bengalska cerven — 0,62 (0,34 -0,85) 0,63 (0,54-0,72) 1,02
60 min
bengdlska cerver — 0,22 (0,21 -0,24) 0,57 (0,50 -0,66) 2,59
120 min
bengdlska cerver — 0,07 (0,07 — 0,08) 0,25 (0,24 - 0,27) 3,57
240 min
6.1.2.2. Khellin
Testované koncentrace: 5 —0,0024 mM
Doba plsobeni latky v pritomnosti UVA a bez UVA: 30, 60, 120, 240 min
Vyhodnocovany endpoint — mortalita, poSkozeni
Tab. 5: Khellin - %+S.0. mortality nitének v ¢ase ozafovani
30 min 60 min 120 min 240 min
koncentrace L L L L L L L L
mM 0zarovano | heozarovano | 0zarovano | heozarovano | 0zarovano | heozarovano | 0zarovano | neozarovano
5 010 0+0 100+0 94+9,8 1000 1000 100+0 100x0
2,5 00 0+0 89+9,8 94+9,8 1000 1000 6710 8310
1,25 00 0+0 6710 8310 78+9,2 2819 1710 0+0
0,625 010 0+0 1149,8 010 2219,2 0+0 0+0 0+0
0,3125 00 0+0 0+0 00 00 0+0 0+0 0+0
0,1563 00 0+0 0+0 00 00 0+0 0+0 0+0
0,0781 010 0+0 0+0 010 040 0+0 0+0 0+0
0,039 040 0+0 0+0 040 00 0+0 0+0 0+0
0,0195 040 0+0 0+0 040 00 0+0 0+0 0+0
0,0098 010 0+0 0+0 010 040 0+0 0+0 0+0
0,0049 040 0+0 0+0 040 00 0+0 0+0 0+0
0,0024 040 0+0 0+0 040 00 0+0 0+0 0+0
kontrola 010 0+0 0+0 010 040 0+0 0+0 0+0
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Graf 3: Grafické vyjadreni mortality nitének
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Tab. 6: Hodnoty LCso (mortalita) v mM a PIF faktoru
mM LCso po ozareni | LCso bez ozareni
(95% interval spolehlivosti) PIF faktor
khellin — 30 min - - .
khellin — 60 min 1,03 (0,97 — 1,08) 1,13 1,10
khellin — 120 min 0,89 (0,85 — 0,94) 1,34 (0,04 — 45,18) 1,51
khellin — 240 min 2,12 (2,10-2,14) 2,20 1,04
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Tab. 7: Khellin - %1S.0. poSkozenych nitének v ¢ase ozarovani

30 min 60 min 120 min 240 min
koncentrace
mM ozafovédno | neozafovdno | ozafovdno | neozafovdno | ozafovdno | neozafovano | ozafovédno | neozafovano
5 10010 10010 1000 10010 1000 10010 1000 1000
2,5 28+19 1710 3340 1710 100+0 94+9,8 100+0 100+0
1,25 1740 6+9,8 1710 6+9,8 1710 2249,2 39+9,8 50+0
0,625 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 1710 2249,2
0,3125 010 010 00 010 010 010 010 010
0,1563 010 00 00 010 010 010 010 010
0,0781 010 00 00 00 0+0 0+0 0+0 0+0
0,039 010 00 00 00 00 00 0+0 010
0,0195 010 00 00 00 00 0+0 0+0 0+0
0,0098 00 00 00 00 010 010 010 010
0,0049 00 00 00 00 010 010 010 010
0,0024 010 00 00 00 0+0 0+0 0+0 0+0
kontrola 010 00 00 00 00 0+0 010 0+0

Graf 4: Grafické vyjadreni procenta poskozenych nitének
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Tab. 8: Hodnoty ECso (poskozeni) v mM a PIF faktoru

mM ECso po ozateni \ ECso bez ozareni

(95% interval spolehlivosti) PIF faktor
khellin — 30 min 2,32 (2,18 - 2,46) 3,43 1,48
khellin — 60 min 1,45 (1,35-1,55) 1,43 0,99
khellin — 120 min 1,43 2,04 1,43
khellin — 240 min 1,39 (1,29 -1,43) 1,21 (1,11-1,31) 0,87

6.1.2.3. Xantotoxin
Testované koncentrace: 2,5 - 0,0012 mM

Doba plsobeni latky v pritomnosti UVA a bez UVA: 30, 60, 120 min

Vyhodnocovany endpoint — mortalita, poSkozeni

V uvedenych koncentracich a v ¢asech testovani nedoslo k mortalité, pouze

k poskozeni.

Tab. 9: Xantotoxin - %1S.0. posSkozenych nitének v ¢ase ozarovani

30 min 60 min 120 min

koncentrace L, L ., L ., L,
mM 0zafovano | neozarovano | 0zafovano | neozarovano | 0zafovano | neozarovano
2,5 500 39149,8 6710 44+9,8 8310 8310
1,25 3310 2219,2 170 3340 3819,8 3310
0,625 010 010 010 170 0+0 170
0,3125 010 010 010 010 010 010
0,1563 010 010 010 010 010 010
0,0781 010 010 010 010 010 010
0,039 010 010 010 010 010 010
0,0195 010 010 010 010 010 010
0,0098 010 010 010 010 010 010
0,0049 010 010 010 010 010 010
0,0024 010 010 010 010 010 010
0,0012 010 010 010 010 010 010
kontrola 010 010 010 010 010 010
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Graf 5: Grafické vyjadreni procenta poskozenych nitének
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Tab. 10: Hodnoty ECso (poskozeni) v mM a PIF faktoru

mM ECso po ozareni ‘ ECso bez ozareni

(95% interval spolehlivosti) PIF faktor
xantotoxin — 30 min 2,32 (2,13-12,53) 3,12 (2,71 -3,59) 1,35
xantotoxin — 60 min 2,03 (2,02 -2,05) 2,68 (2,35-3,07) 1,32
xantotoxin — 120 min 1,47 (1,42 -1,53) 1,49 (1,43 -1,56) 1,01

6.2. 1zolované aktivni prirodni latky- thiofenovy polyyn, umbelliferon,
skopolin, skopoletin

6.2.1. Thiofenovy polyyn
Testované koncentrace: 2,5 —0,0012 mM

Doba plsobeni latky v prfitomnosti UVA a bez UVA: 15, 30, 60, 120, 240 min

Vyhodnocovany endpoint — mortalita, poskozeni

Po 240 minutdch bylo dosazeno ve vsech testovanych koncentraci 100% mortalita i

poskozeni vlivem UVA i v temnostni kontrole.
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Tab. 11: Thiofenovy polyyn

- %1S.0. mortality nitének v ¢ase ozarovani

15 min 30 min 60 min 120 min
koncentrace
mM ozafovdano | neozafovdno | ozafovdno | neozafovano | ozafovano | neozafovano | ozafovano | neozafovano
2,5 0+0 0+0 7219,2 0+0 100+0 8310 100+0 100+0
1,25 0+0 0+0 5619,8 0+0 100+0 6710 100+0 100+0
0,625 010 0+0 619,8 0+0 100+0 3310 100+0 100+0
0,3125 00 0+0 0+0 0+0 89+19 0+0 100+0 33+0
0,1563 0+0 0+0 0+0 0+0 2219,2 0+0 100+0 17+0
0,0781 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 100+0 010
0,039 010 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 330 00
0,0195 010 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 1740 0+0
0,0098 010 010 010 0+0 0+0 00 00 010
0,0049 010 010 010 0+0 0+0 00 00 010
0,0024 00 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 010
0,0012 00 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 010
kontrola 010 010 010 010 010 00 00 010

Graf 6: Grafické vyjadreni mortality nitének
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Tab. 12: Hodnoty LCso (mortalita) v mM a PIF faktoru
mM LCso po ozareni \ LCso bez ozareni
(95% interval spolehlivosti) PIF faktor
thiofenovy polyyn — - - -
15 min
thiofenovy polyyn — 1,00 (0,92 - 1,09) - -
30 min
thiofenovy polyyn — 0,20 (0,19-0,22) 5,63 (4,91 -6,44) 28,15
60 min
thiofenovy polyyn — 0,04 (0,04 — 0,05) 2,30 (2,21 -2,39) 57,5

120 min
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Tab. 13: Thiofenovy polyyn - %+S.0. poSkozenych nitének v ¢ase ozafovani

15 min 30 min 60 min 120 min
koncentrace L L . . .y ey L ey
mM 0zarovano | heozarovano | 0Zarovano | neozarovano | 0zarovano | heozarovano | 0zarovano neozarovano
2,5 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
1,25 00 1000 1000 1000 1000 1000 1000 1000
0,625 00 8310 1000 8310 10010 10010 1000 1000
0,3125 00 500 8310 500 10010 10010 1000 1000
0,1563 00 69,8 500 619,8 10010 500 1000 500
0,0781 00 010 33+0 00 10010 1149,8 1000 330
0,039 00 010 010 010 78%9,2 00 1000 00
0,0195 00 010 010 00 3310 00 1000 00
0,0098 00 010 010 00 010 00 8310 00
0,0049 00 010 010 00 010 00 170 00
0,0024 00 010 010 00 010 00 010 00
0,0012 00 010 010 00 010 00 010 00
kontrola 00 010 010 00 010 00 010 00

Graf 7: Grafické vyjadreni procenta poskozenych nitének
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Tab. 14: Hodnoty ECso (poSkozeni) v mM a PIF faktoru
mM ECso po ozareni ‘ ECso bez ozareni
(95% interval spolehlivosti) PIF faktor
thiofenovy polyyn — - - -
15 min
thiofenovy polyyn — 0,14 (0,13 -10,16) 0,32 (0,31-0,34) 2,29
30 min
thiofenovy polyyn — 0,02 (0,02 —0,03) 0,15 (0,14 -0,16) 7,50
60 min
thiofenovy polyyn - | 0,007 (0,006 —0,007) 0,13 (0,12-0,15) 18,57

120 min
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Pilotni vysledky publikovany — viz. PRILOHA 3 (publikace: Vytlagilovd J., Chobot V.,
Karlickova J., Jahodar L., Opletal L., Pour M. (2003): Tubifex tubifex — a sensitive

organism to the activity of phototoxins, Folia Pharm. Univ. Carol., 29-30, 107-111)

PRILOHA 4 (publikace: Chobot V., Vytla¢ilovd J., Kubicovd L., Opletal L., JahodaF L.,
Laakso 1., Vuorela P. (2006): Phototoxic activity of a thiophene polyacetylene from

Leuzea carthamoides, Fitoterapia, 77, 194-198)

6.2.2. Umbelliferon, skopoletin, skopolin
Testované latky byly ziskany z rostliny Evolvulus alsinoides L. (evolvulus kufic¢kovity).

Izolaci a identifikaci latek se zabyval Mgr. Frantisek Cervinka.

Testované koncentrace: 7,5 — 0,2344 mM (skopolin a skopoletin)
10-0,3125 mM (umbelliferon)
Doba plsobeni latky v prfitomnosti UVA a bez UVA: 30, 120 min

Vyhodnocovany endpoint — mortalita, poSkozeni

Umbelliferon a skopolin: ve vSech testovanych koncentracich pfi expozici 30
min i 120 min nedoslo k poskozeni nitének ani k mortalité jak pfi ozarovani, tak i

v temnostnich kontrolach.
Vysledky pro umbelliferon:

1. po ozarovani 0,5 hi po ozafovani 2 h nebyly pozorovany zmény mortality ani
poskozeni

2. byl vyzkousSen upraveny design experimentu, kdy byli jedinci v pfitomnosti
fotosenzibilizatoru ozarovany 2 h, vysledky byly odecitany az po 24 hodinach
od pocatku experimentu

3. po 24 hodinach byla zaznamenana pouze mortalita, Zadné poskozeni nebylo
pozorovano

4. 100% mortalita byla vyhodnocena v pfipadé ozarenych jedincl az do

koncentrace 3,33 mM
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5. temnostni kontrola vykazala 100% mortalitu pouze ve dvou nejvyssich
koncentracich (10 mM, 5 mM)
6. nelinerdrni regresni analyzou byly vypocteny hodnoty:
ozafovani jedinci LCs0-1,413 mM
s 95% intervaly spolehlivosti (1,364 - 1,463 mM)

neozarovani jedinci (temnostni kontrola) LCsg-2,914 mM
s 95% intervaly spolehlivosti (2,877 - 2,951 mM)

Graf 8: Grafické vyjadreni mortality nitének
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Vysledky pro skopolin:

1. po ozarovani 0,5 hi po ozafovani 2 h nebyly pozorovdny zmény mortality ani
poskozeni

2. byl vyzkousSen upraveny design experimentu, kdy byli jedinci v pfitomnosti
fotosenzibilizatoru ozarovany 2 h, vysledky byly odecditany az po 24 hodinach
od pocatku experimentu

3. po 24 hodinach byla zaznamendna mortalita i poskozeni u ozafovanych

jedincu v pfitomnosti fotosenzibilizatoru
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4. po 24 hodinich nedoslo k poskozeni ani mortalité u neozarenych jedincu
v pfitomnosti latky, jedinci reagovali v koncentracich od 7,5 mM do
koncentrace 0,9375 mM vyloucenim slizu

5. v nejvyssi testované koncentraci 7,5 mM bylo zjisténo stejné procentuelni
zastoupeni mrtvych a poskozenych jedincl (78 %)

6. v koncentraci 7,5 — 0,9375 mM v pfitomnosti skopolinu bez UVA vylucovali
sliz

7. 7,5 -3,75 mM v pfitomnosti skopolinu a UVA zafeni netvofili tzv. klubicka,
ale vsichni jedinci byli natazeni

8. desticky se skopolinem pod UVA lampou fialkové fluoreskovala

9. nelinerdrni regresni analyzou byly vypocteny hodnoty:

ozarovani jedinci - mortalita LCs0-3,950 mM
s 95% intervaly spolehlivosti (3,548 — 4,397 mM)

ozarovani jedinci - poskozeni EC50-4,398 mM

s 95% intervaly spolehlivosti (4,031 — 4,780 mM)

Graf 9: Grafické vyjadreni procent mortality a procenta poskozenych nitének
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Vysledky pro skopoletin:

1. po ozarovani 30 min nezaznamenana zadna zména na ozareni v pfitomnosti

testované latky ani v pfipadé temnostni kontroly
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2. po 120 min zaznamenano pouze poskozeni u 33 % ozarovanych jedincu
v pfitomnosti scopoletinu v nejvyssi koncentraci (7,5 mM), temnostni
kontrola vykdzala 17 % poskozenych jedinci; ve druhé testované
koncentraci (3,75 mM) bylo zjisténo 17 % poskozenych ozafenych jedincud
v koncentraci 3,75 mM, u temnostni kontroly 0 %

3. desticka se skopoletinem pod UVA lampou modre fluoreskovala

Graf 10: Grafické vyjadreni procenta poskozenych nitének
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6.3. Syntetické latky — salicylanilidy (2), thiosalicylanilidy (1+5)

6.3.1. Salicylanilidy
= 3'4' 5-trichlorsalicylanilid

= 4',5-dibromsalicylanilid

Testované koncentrace: 5 —0,0024 mM
Doba plsobeni latky v prfitomnosti UVA a bez UVA: 15, 30, 45, 60 min

Vyhodnocovany endpoint — mortalita, poskozeni
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PFfi rozpousténi latek vyuZit ultrazvuk a pridani DMSO v 1% obj. DMSO v této
koncentraci neovliviiuje mortalitu ani poSkozeni nitének — ve vSech kontrolach byl

obsazen 1% obj. DMSO také.

3',4',5-trichlorsalicylanilid
Vykazoval v pribéhu vsech test(l ve studovanych koncentracich a ¢asech ozarovani
po expozici latky i vtemnostnich kontrolach 0% mortalitu a 0% poskozeni.

4',5-dibromsalicylanilid
Vykazoval pouze mortalitu.

Tab. 15: 4',5-dibromsalicylanilid - %xS.0. mortality nitének v ¢ase ozafovani

15 min 30 min 45 min 60 min
koncentrace
mM ozafeno | neozafeno | ozdfeno | neozdfeno | ozafeno | neozafeno | ozafeno | neozareno
5 100+0 | 100+0 | 100+0 | 100+0 | 100+0 | 100+0 | 100+0 | 100+0
2,5 8310 | 44+9,8 | 100+0 | 100+0 | 100+0 | 100+0 | 100+0 | 100%0
1,25 3310 0+0 6710 | 61+9,8 | 100+0 | 94+9,8 | 100+0 | 10010
0,625 010 010 010 0+0 33+0 | 7849,2 |94+49,8| 10010
0,3125 010 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0 5619,8 | 100%0
0,1563 010 010 010 010 010 010 619,8 | 3919,8
0,0781 0+0 010 010 0+0 0+0 0+0 610 39+9,8
0,039 0+0 010 010 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
0,0195 010 010 010 000 010 010 010 010
0,0098 0+0 010 010 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
0,0049 010 010 010 010 010 010 010 010
0,0024 010 010 010 0+0 0+0 0+0 0+0 0+0
kontrola 010 010 010 010 010 010 010 010

Graf 11: Grafické vyjadreni mortality nitének
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Tab. 16: Hodnoty LCso (mortalita) v mM a PIF faktoru

mM LCso po ozateni \ LCso bez ozareni
(95% interval spolehlivosti) PIF faktor

4',5-dibromsalicylanilid - 1,54 (1,51 -1,58) 2,54 (1,34-4,81) 1,65

15 min

4',5-dibromsalicylanilid — 1,23 1,22 (0,07 —20,50) 0,99
30 min

4',5-dibromsalicylanilid — 0,64 1,18 1,84
45 min

4',5-dibromsalicylanilid — 0,30 (0,28 - 0,32) 0,16 (0,002 — 14,59) 0,53
60 min

6.3.2. Thiosalicylanilidy
= thiosalicylanilid

= 4’-methylthiosalicylanilid

= 5-chlorthiosalicylanilid

= 3%, 4’-dichlorthiosalicylanilid

= 3,5-dichlor-4’-chlorthiosalicylanilid

= 3,5-dichlor-4’-bromthiosalicylanilid

Testované koncentrace: 1,25 — 0,0006 mM

Doba plsobeni latky v pritomnosti UVA a bez UVA: 60, 120 min

Vyhodnocovany endpoint — mortalita, poskozeni

PFi rozpousténi latek vyuzit ultrazvuk a pfidani DMSO v 1% obj. DMSO v této

koncentraci neovliviiuje mortalitu ani poskozeni nitének — ve vSech kontrolach byl

obsazen 1% obj. DMSO také.

Thiosalicylanilid

V testovanych casech ozarovani i u temnostnich kontrol nedoslo v Zadné koncentraci

k poskozeni.
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Tab. 17: Thiosalicylanilid - %+S.0. mortality nitének v ¢ase ozafovani

60 min 120 min
koncentrace L, L . L
mM 0zarovano | neozarovano | 0zarovano | neozarovano
1,25 1000 1000 100+0 100+0
0,625 100+0 100+0 100+0 1000
0,3125 8310 500 1000 1000
0,1563 83+0 3340 100+0 8310
0,0781 2219,2 619,8 8310 7219,2
0,039 0+0 0+0 67+0 1710
0,0195 010 010 3310 010
0,0098 0+0 0+0 619,8 010
0,0049 0+0 0+0 010 010
0,0024 010 010 010 010
0,0012 0+0 0+0 010 010
0,0006 010 010 010 010
kontrola 0+0 0+0 0+0 0+0

Graf 12: Grafické vyjadreni mortality nitének
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Tab. 18: Hodnoty LCso (mortalita) v mM a PIF faktoru
mM LCso po ozareni ‘ LCso bez ozareni
(95% interval spolehlivosti) PIF faktor

thiosalicylanilid — 0,123 (0,088 -0,173) | 0,251 (0,188 —0,335) 2,04
60 min
thiosalicylanilid — 0,030 (0,023 - 0,038) | 0,064 (0,046 — 0,088) 2,13

120 min
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4’-methylthiosalicylanilid
V testovanych casech ozafovani i u temnostnich kontrol nedoSlo v Zadné

koncentraci k poskozeni.

Tab. 19: 4"-methylthiosalicylanilid - %%S.0. mortality nitének v ¢ase ozarovani

60 min 120 min
koncentrace ., ., ., .,
mM ozafovano | neozafovano | ozafovano | neozarovano
1,25 1000 10010 1000 1000
0,625 3949,8 50+0 1000 1000
0,3125 1710 2819,2 3310 10010
0,1563 00 6+9,8 2249,2 44+9,8
0,0781 00 010 1710 2249,2
0,039 00 0+0 1149,8 170
0,0195 00 0+0 610 1149,8
0,0098 00 010 00 00
0,0049 00 0+0 00 0+0
0,0024 00 010 00 00
0,0012 00 0+0 00 0+0
0,0006 00 010 00 00
kontrola 00 0+0 00 00

Graf 13: Grafické vyjadieni mortality nitének
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Tab. 20: Hodnoty LCso (mortalita) v mM a PIF faktoru

mM LCso po ozareni \ LCso bez ozareni

(95% interval spolehlivosti) PIF faktor
4’-methylthiosalicylanilid | 0,640 (0,452 —0,906) | 0,507 (0,381 —0,676) 0,79
—60 min
4’-methylthiosalicylanilid | 0,260 (0,192 —0,352) | 0,124 (0,093 - 0,166) 0,48

—120 min

5-chlorthiosalicylanilid

V testovanych casech ozarovani i u temnostnich kontrol nedoslo v Zadné koncentraci

k poskozeni.

Tab. 21: 5-chlorthiosalicylanilid - %xS.0. mortality nitének v ¢ase ozafovani

60 min 120 min
koncentrace . L ., L,
mM 0zarovano | neozarovano | 0zarovano | neozarovano
1,25 100+0 100+0 100+0 100+0
0,625 10010 10010 10040 10040
0,3125 10010 10010 10040 10010
0,1563 500 500 100+0 100+0
0,0781 17+0 3310 7219,2 10040
0,039 11+9,8 17+0 500 6710
0,0195 010 010 170 3310
0,0098 010 010 11+9,8 1740
0,0049 010 010 0+0 619,8
0,0024 010 010 010 010
0,0012 0+0 0+0 0+0 0+0
0,0006 010 010 010 010
kontrola 00 00 00 00
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Graf 14: Grafické vyjadreni mortality nitének
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Tab. 22: Hodnoty LCsq (mortalita) v mM a PIF faktoru
mM LCso po ozateni | LCso bez ozareni
(95% interval spolehlivosti) PIF faktor
5 — chlorthiosalicylanilid 0,134 (0,098 - 0,183) | 0,115 (0,088 — 0,149) 0,86
— 60 min
5 — chlorthiosalicylanilid 0,040 (0,032 -0,051) | 0,025 (0,019 —0,031) 0,63
—120 min

3’,4"-dichlorthiosalicylanilid
V testovanych casech ozarovani i u temnostnich kontrol nedoSlo v Zadné koncentraci

k poskozeni.
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Tab. 23: 3’,4"-dichlorthiosalicylanilid - %+S.0. mortality nitének v ¢ase ozarovani

60 min 120 min
koncentrace ., ., . .,
mMm 0zafrovano | heozarfovano | ozafovano | neozarovano
1,25 100+0 100+0 100+0 1000
0,625 10040 10040 1000 1000
0,3125 100+0 100+0 100+0 1000
0,1563 8310 10040 1000 1000
0,0781 6710 8310 8310 1000
0,039 44+9,8 67+0 67+0 10010
0,0195 33+0 56+9,8 50+0 8310
0,0098 17+0 3310 39149,8 78+9,2
0,0049 0+0 28+0 1710 67+0
0,0024 010 010 010 500
0,0012 0+0 0+0 00 1149,8
0,0006 010 010 010 010
kontrola 0+0 0+0 00 00

Graf 15: Grafické vyjadreni mortality nitének
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Tab. 24: Hodnoty LCso (mortalita) v mM a PIF faktoru
mM LCso po ozareni ‘ LCso bez ozareni
(95% interval spolehlivosti) PIF faktor
3,4 0,041 (0,036 —0,048) | 0,017 (0,014 —0,020) 0,41
dichlorthiosalicylanilid
—60 min
3,4- 0,187 (0,016 — 0,022) | 0,003 (0,003 — 0,004) 0,02

dichlorthiosalicylanilid

—120 min
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3,5-dichlor-4°-chlorthiosalicylanilid
Tab. 25: 3,5-dichlor-4’-chlorthiosalicylanilid - %+S.0. mortality nitének v c&ase

ozarovani

60 min 120 min
koncentrace L L L L
mM ozafovano | neozafovano | ozafovdno | neozafovano
1,25 1000 1000 1000 1000
0,625 100+0 1000 1000 10010
0,3125 1000 1000 1000 1000
0,1563 1000 100+0 1000 1000
0,0781 100+0 1000 1000 1000
0,039 1000 1000 100+0 100+0
0,0195 1000 1000 1000 10010
0,0098 8310 8919,8 1000 1000
0,0049 5010 6710 8310 10010
0,0024 00 1740 3310 5010
0,0012 00 0+0 69,8 1710
0,0006 00 0+0 00 00
kontrola 00 0+0 00 00

Graf 16: Grafické vyjadreni mortality nitének

120
3,5 -dichlor -4- chlorthiosalicylanilid - mortalita
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£ — 0 525
E &0 - 03125
01563
® — 0,0781
30 — 0,039
— 00195
20 - m— 00093
e 0,0049
0 1 00024
ozafovano neozarovano ozarovano neozarovano e 0,0012
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Tab. 26: Hodnoty LCso (mortalita) v mM a PIF faktoru

mM LCso po ozareni \ LCso bez ozareni

(95% interval spolehlivosti) PIF faktor
3,5 - dichlor - 4" 0,005 (0,004 —0,007) | 0,004 (0,003 —0,006) 0,80
chlorthiosalicylanilid
— 60 min
3,5 -dichlor - 4’- 0,003 (0,002 - 0,004) | 0,002 (0,001 —0,003) 0,67
chlorthiosalicylanilid
—120 min

Tab. 27: 3,5-dichlor-4’-chlorthiosalicylanilid - %+S.0. poSkozenych nitének v ¢ase
ozarovani

60 min 120 min
koncentrace L, L . L,
mM 0zarovano | neozarovano | 0zarovano | neozarovano
1,25 44+9,8 6119,8 5619,8 61+9,8
0,625 3919,8 500 500 500
0,3125 3310 500 500 500
0,1563 3310 3919,8 500 500
0,0781 3310 3310 39149,8 39149,8
0,039 17+0 3310 3310 3310
0,0195 010 010 3310 3310
0,0098 010 010 17+0 1740
0,0049 010 010 010 010
0,0024 010 010 010 010
0,0012 010 010 010 010
0,0006 010 010 010 010
kontrola 00 00 0+0 0+0

Graf 17: Grafické vyjadreni procenta poskozenych nitének

70
50 3,5 -dichlor -4°- chlorthiosalicylanilid - poSkozeni
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Tab. 28: Hodnoty ECsq (poskozeni) v mM a PIF faktoru

mM ECso po ozareni \ ECso bez ozareni

(95% interval spolehlivosti) PIF faktor
3,5 - dichlor - 4" 1,264 (0,775 -2,063) | 0,297 (0,206 —0,427) 0,23
chlorthiosalicylanilid
—60 min
3,5 - dichlor - 4’- 0,346 (0,229 -0,523) | 0,306 (0,212 —0,441) 0,88
chlorthiosalicylanilid
—120 min

3,5-dichlor-4’-bromthiosalicylanilid

Tab. 29: 3,5-dichlor-4’-bromthiosalicylanilid - %+S.0. mortality nitének v case
ozarovani

60 min 120 min

koncentrace ., . . v . v
mM 0zafovano | neozafovano | 0zafovano | neozarovano
1,25 1000 10010 1000 10010
0,625 1000 1000 1000 1000
0,3125 1000 1000 1000 10010
0,1563 1000 1000 1000 1000
0,0781 1000 1000 1000 10010
0,039 1000 1000 1000 10010
0,0195 83+0 1000 1000 1000
0,0098 3310 8310 9419,8 10010
0,0049 1149,8 50+0 500 83+0
0,0024 00 3310 1710 500
0,0012 00 00 00 33+0
0,0006 00 0+0 00 00
kontrola 00 010 00 010
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Graf 18: Grafické vyjadreni mortality nitének

120
3, 5 - dichlor - 4’- bromthiosalicylanilid - mortalita
100
30 - kowlazcse mM
.%" — 0 525
=iSlZl 1 03125
g 01563
3 00731
40 1 — 0,039
00195
20 I 0,0098
e 0,0049
— 00024
01 ol - = = m— 00012
oZarovano neozarovano ozZarovano neozarovano —*—-QUUUS
60 min 120 min L
Tab. 30: Hodnoty LCso (mortalita) v mM a PIF faktoru
mM LCso po ozareni | LCso bez ozareni
(95% interval spolehlivosti) PIF faktor
3,5 - dichlor - 4’- 0,012 (0,008 — 0,016) | 0,004 (0,003 — 0,006) 0,33
bromthiosalicylanilid
—60 min
3,5 - dichlor - 4°- 0,005 (0,003 - 0,006) | 0,002 (0,001 —0,002) 0,40

bromthiosalicylanilid
—120 min
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Tab. 31: 3,5-dichlor-4’-bromthiosalicylanilid - %+S.0. poskozenych nitének v ¢ase
ozatrovani

60 min 120 min
koncentrace L L L L
mM 0zarovano | heozarovano | 0zarovano | neozarovano
1,25 170 1740 170 170
0,625 17+0 17+0 170 17+0
0,3125 1149,8 1740 170 170
0,1563 010 17+0 170 17+0
0,0781 0+0 0+0 00 1710
0,039 0+0 0+0 0+0 010
0,0195 010 010 010 010
0,0098 010 0+0 0+0 010
0,0049 010 010 010 010
0,0024 010 0+0 0+0 010
0,0012 010 010 010 010
0,0006 010 010 010 010
kontrola 00 0+0 0+0 0+0

Graf 19: Grafické vyjadieni procenta poskozenych nitének

3, 5 - dichlor - 4°- bromthiosalicylanilid - poSkozeni
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ozafovano neozarovano ozafovano neozarovano
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Tab. 32: Hodnoty LCso (poSkozeni) v mM a PIF faktoru

mM

ECso po ozateni

ECso bez ozareni

(95% interval spolehlivosti)

PIF faktor

3, 5-dichlor-4’-
bromthiosalicylanilid
—60 min

3,5 -dichlor-4’-
bromthiosalicylanilid
—120 min

Pzn. Neslo spocitat.

6.3.3. Léciva — standard ucinné latky antibiotika (amoxicilin), IéCiva

Augmentin a Ospamox

Testované koncentrace: 102,5 — 0,05 mM

Doba plsobeni latky v prfitomnosti UVA a bez UVA: 30 min

Vyhodnocovany endpoint — mortalita, poSkozeni

V prabéhu 30 minutové expozice (standardni ucinné latky — amoxicilinu; Iéciv —

Augmentinu a Ospamoxu) nedoslo k poskozeni u ozatovanych jedincli ani v pfipadé

jedincli z temnostnich kontrol.

Tab. 33: Amoxicilin, [éCiva — Augmentin, Ospamox - %+S.0. mortality nitének po

30 min expozici

amoxicilin Augmentin Ospamox
koncentrace
mM ozafovdno | neozafovdno | ozafovdno |neozafovano | ozafovano |neozafovdno
102,5 6119,8 5619,8 1000 8310 100+0 100+0
51,25 3310 39+19 1000 8310 100+0 100+0
26,63 170 619,8 8310 7810 5619,8 6119,8
12,81 00 00 5010 7219,2 00 2219,2
6,41 00 00 170 5010 00 00
3,2 00 00 00 3310 00 00
1,6 00 00 00 170 00 00
0,8 00 00 00 00 00 00
0,4 00 00 00 00 00 00
0,2 00 0+0 0+0 00 00 0+0
0,1 00 0+0 0+0 00 00 0+0
0,05 00 0+0 0+0 00 00 0+0
kontrola 0+0 00 00 0+0 00 00
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Graf 20: Grafické vyjadreni mortality nitének
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Tab. 34: Hodnoty LCso (mortalita) v mM a PIF faktoru
mM LCso po ozareni \ LCso bez ozareni
(95% interval spolehlivosti) PIF faktor
amoxicilin (standard | 98,93 (83,62 —-117,1) | 110,9 (85,71 —143,4) 1,14
ucinné latky)
Augmentin (lécivo) 13,11 (9,873 -17,40) | 4,57 (0,1860 —112,1) 0,35
Ospamox (lécivo) 25,88 (17,12 -39,14) | 21,18 (15,00 —29,89) 0,82
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7. Diskuse

7.1. Optimalizace metody hodnoceni
Tato prdace byla zaméfena na ,Vyuziti krouzkovce Tubifex tubifex Miill. jako

modelu pro testovani biologické aktivity”. VétSina dosavadnich praci byla zaloZena
na hodnoceni schopnosti bioakumulace, bioeliminace tézkych kov(i a stanoveni
toxicity tézkych kovl niténkou v pfirozenych ¢i experimentdlnich podminkach
(Bouché et al., 2000; Bouché et al., 1999a; Kaonga et al., 2010, Gillis et al., 20043;
Gillis et al., 2004b; Fargacova, 1994; Mosleh et al., 2006; Rathore et al., 2002;
Khangarot et al., 2003). Stanoveni bioakumulace lipofilnich latek — dfive
pouzivanych pesticid (hexachlorbenzen, lindan a metabolit, vznikly rozkladem
pesticidll — dichloranilin) (Egeler et al., 1999). Nebo pro hodnoceni testl toxicity

redlnych vzorkd sedimentl (Smutna et al., 2008).

Soni a Joshi (1997) ve své studii ozarovali Tubifex tubifex UVA, UVB, UVC a
pfimym slune¢nim svétlem aby demonstrovali zmény v chovani. Vystaveni
nizkoenergetickému dlouhovinnému UVA zafeni Tubifex tubifex neposkozuje.
Nejvice toxické se projevovalo vysokoenergetické kratkovinné UVC zafeni, v praxi
nema vyznam, nebot je atmosférou odfiltrovano a kzemskému povrchu se
maly vzrast davky mél za nasledek vyrazné zvyseni mortality nitének (Soni et al.,
1997). Vroce 2001 navazal na predchazejici studii opét tym indickych autora.
Vychézel z predpokladu, ze UVB zareni indukuje mortalitu nitének a podili se na
produkci reaktivnich forem kysliku (singletového kysliku, superoxid anion radikalu,

peroxidu vodiku a hydroxylového radikdlu) niténkami (Misra et al., 2002).

Predkladana prace byla zamérena na hodnoceni vlivu fotosenzibilizatort ve
spojitosti s UVA zarenim. Samotné UVA zarfeni nezpUsobovalo poskozeni ani
mortalitu nitének v souladu s poznatky Soni a Joshiho (1997) a bylo potvrzeno
(Vytlacilovou et al, 2004). Prvni ¢ast projektu zahrnovala vyuZiti v praxi pouzivanych
fotosenzibilizatord — bengalska cerven, khellin a xantotoxin. Uvedené latky slouzily
k odhaleni citlivosti modelového organismu — stanoveni endpointl (% mortality a %

posSkozenych jedincll) pozorovanim pod skenovacim mikroskopem. Na obr. 5 je
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zndzornén vliv khellinu na niténku za spoluplisobeni UVA zareni a bez UVA. Jiz sam
khellin mél vliv na deformaci téla zejména ve stfedni ¢asti. Dochdzelo k zaskrcovani,
které autofi Bouché et al. popisuji v pfipadech, kdy kontaminovand niténka se
zbavuje svého xenobiotika (médi a olova), které presune do koncové casti téla,
kterou posléze oddéli. Zarovenn popisuje, Ze méd ani olovo neposSkozovalo
prostomium (Bouché et al., 1999). Pfi studiu vlivu fotosenzibilizatoru na niténku
bylo pozorovano poskozeni, ale i v oblasti prostomia. Na obr. 5, H byla zjisténa lehka
deformace vlivem fotosenziblizatoru khellinu pfi 30 min ozafovani. Bengdlska
¢erverl (viz. publikace PRILOHA 2) zplisobila pathologické zmény jak v pfipadé 30
min ozarovani tak bez ozarovani. Tato zjiSténi doklad3, ze khellin nema fototoxicky
erytémovy efekt (Slovakova et al., 2009; Malina, 1999), proto se v praxi vyuziva
v KUVA terapii. Bengdlska cCerven vykazovala vysokou fotosenzibilizaci, ktera byla
projevem vytvareni singletového kysliku nebo tvorby reaktivnich radikala (Fini et al.,

2004; Rajedran et al., 2004; Mothilal, 2004).

VySe uvedena  zjisténi vedla  kuréeni endpointu  hodnoceni
fotosenzibilizator(i — mortality nitének a procenta poskozenych nitének (zahrnovalo
visualni vySetfeni predni c¢asti — prostomia a stfedni casti niténky) a navrieni
metodiky pro stanoveni stupné fotosenzibilizace. Testovani vychdazelo
z predpokladu, Ze pro experiment jsou vybrany pokusné organismy, které jsou
kvantifikovany Zivou hmotnosti (14 — 20 mg) a pred zapocetim experimentu jsou
v adaptacnim akvariu nejméné 1 tyden, optimalné 14 dn(, krmeny TetraMinem bez
obsahu antioxida¢nich a fotosenzibilizujicich latek (chlorofyl, betakaroten,...).
Vyjimku tvofily latky nutné pro spravny priibéh metabolismu organismu. Rathore a
Khangarot aklimatizovali niténky na experimentdlni podminky 48 — 96 h pro studium
vlivu teploty na toxicitu tézkych kovl (Rathore et al., 2002). Mosleh et al. (2005)
pfed hodnocenim produkce metallothioneinu a rlstovych zmén vlivem fungicidu
fenhexamidu nechali adaptovat niténky po dobu 6 mésici v akvariu pti teploté
21+1°C. Pro studium potravni preference nechali autofi adaptovat niténky
vumeélém sedimentu 4 tydny, voda byla provzdusfiovana a niténky byly krmeny

TetraMinem (Rodriguez et al., 2001).
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Z dlivodu mozné interakce fotosezibilizatoru se slozkami z uméle pfipravené
standardni vody, probihaly experimenty v deionizované vodé. Nebyl prokazan
negativni efekt deionizované vody — viz. Obr. 5 a publikace (VytlaCilova et al., 2004):
Pfiloha 2. Tyto zavéry potvrzuji porovnani obrazkl z nasich experimentl s obrazky

v publikaci Bouche et al. (1999), prestoze oni pouZzivali mistni pramenitou vodu.

7.2. Testované latky
7.2.1. Bengalska cerven

Jednd se o typického zastupce fotosenzibilizujicich latek Il. typu zndmé tim,
Ze po stimulaci viditelnou oblasti svétla dochazi k vytvareni singletového kysliku;
v pfitomnosti kysliku zahrnuje reakce excitovaného fotosenzibilizantu II. typu
predevsim prenos excitacni energie z fotosezibilizantu na molekulovy kyslik za
vzniku singletového kysliku (Fischer et al., 2004). Z nasich zavéra vyplyva, ze nejvyssi
fotoiritacni potencial (PIF = 5,72) byl dosazen po 30 minutach ozafovani, pfi
hodnoceni mortality. Pro vyrazny fotoiritacni potencial, ktery se projevil po kratké
dobé ozarovani, byla bengdlskd Cerven zvolena jako pozitivni kontrola pfi vSech
dalSich experimentech. Pfi vyhodnoceni % poskozenych jedincl, po 30 min
ozafovani, byl PIF = 2,32. Vzristajici dobou ozafovani narudstal PIF faktor pfi
hodnoceni % poskozenych jedincd s vyjimkou 60 min — po 120 min PIF = 2,59 a po
240 min PIF = 3,57. Naopak pfi zhodnoceni vysledkd pro mortalitu vyplyva, Zze praveé
nejvyssi hodnota PIF faktoru (nejvétsi rozdil LCso pfi ozareni a bez ozareni) byla
ozatrovani (120, 240 min) se drzela 2 < PIF < 2,5. Mortalita byla vyhodnocena jako

citlivéjsi endpoint ve srovndni s % poskozenych jedinc(.

7.2.2. Khellin
Khellin je slaby fotodynamicky senzibilizator typu | (indukuje vznik radikal() a

typu Il (indukuje vznik singletového kysliku) (Abeysekera et al., 1983). U khellinu
nedoslo po 30 min ozafovani k mortalité, ani v pripadé neozarenych jedinca. Pri

hodnoceni mortality se fotoiritac¢ni faktor pohyboval 1 < PIF < 1,5. Pfi porovnani
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fotoiritaéniho faktoru pfi poskozeni byl nejvyssi PIF faktor dosazen pravé po 30 min

evvs

7.2.3. Xantotoxin
Xanthotoxin (8-methoxypsoralen) je derivdtem linearnich furokumarina,

které jsou znamy svou fototoxicitou (Ebermann et al, 1996). Psoraleny po excitaci
UVA zafenim v pfitomnosti kysliku generuji rizné radikaly a reaktivni formy kysliku,
ale predevsim superoxidovy anionradikal (0" 7) (Llano et al., 2003). Chobot et al.
zjistili, Ze xanthotoxin byl méné aktivni ve fotodegradaci histidinu in vitro nei
thiofenovy polyyn - zdroj singletového kysliku (tato latka bude diskutovana dale —
viz. thiofenovy polyn) (Chobot et al., 2006). Aminokyselina histidin snadno
postupuje degradacni reakce s reaktivnimi formami kysliku, zvlasté se singletovym
kyslikem (Wade & Tucker, 1998, Lovell & Jones, 2000). Toto pozorovani ukazuje, ze
hlavni fototoxické plisobeni xanthotoxinu neni zaloZeno na tvorbé singletového
kysliku, ale na wvzniku jinych reaktivnich latek. Tyto vysledky podporuji i
fototoxikologické studie provadéné na Artemia salina (Ojala et al., 1999, Vytlacilova
et al., 2004, Chobot et al., 2006). Tento korys je citlivy k Gcinkim superoxidového
anionradikalu (Matthes, 1995), ktery maze za katalyzy Zelezitych iont( vstoupit do
Harberovy-Weissovy reakce. Produktem uvedené reakce je silné reaktivni a

cytotoxicky hydroxylovy radikdl ("OH) (Halliwell & Gutteridge, 1984).

Zelezitymi ionty (Fe") katalysovana Harberova-Weissova reakce:

02 + HzOz% 02+.OH+_OH

Peroxid vodiku (H,0;) vznikd samovolnou nebo katalysovanou dismutaci

superoxidového anionradikalu:
20, +2H" > 0;+H,0,

Niténka byla dle vysledk(i uvedenych v této disertacni praci relativné méné citliva k
fototoxicité xanthotoxinu v porovndani s fotosenzibilizanty produkujicich zejména
singletovy kyslik jako napf. bengalska cervern nebo dale zminény thiofenovy polyyn.

Tento vysledek naznacuje, Ze niténka vétsi by byla vhodnym testovacim
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organismem pro fotosenzibilizanty Il typu, které produkuji po excitaci UVA zarenim
predevsim singletovy kyslik. Tim vSak neni sniZzena ani jeji moZina hodnota jako
zkuSebniho organismu i pro dalsi typy fotosenzibilizant(, protoze i zde je patrnd
urcCitd citlivost. PoSkozeni ve skupiné temnostnich kontrol bylo pravdépodobné
zpusobeno vlivem xanthotoxinu na vapnikové kanaly. Furokumariny jsou blokatory

téchto kanall (Vuorela et al., 1997).

P¥i porovnani vysledkd, které byly dosaZeny v publikaci viz. PRILOHA 5 : Vytlagilova
J., Chobot V., Jahodaf L., Laakso ., Vuorela P. (2004): Short-term phototoxicity
screening with Artemia salina, Chem Inz Ekol, 11, 1233-1237; vyplyvd, Ze na artemii
byla hodnocena pouze mortalita. Nejvice fotosenzibilizaéné plsobil xantotoxin. Po
240 minutové expozici a spoluptsobeni UVA dosahl PIF = 2,88. Naopak bengalska
Cerven po 60 minutové i 240 minutové expozici méla fotoiritacni faktor PIF ~1.
Khellin byl fotosenzitivnéjsi po 240 minutové expozici (PIF = 2,34) nez po 60

minutové expozici (PIF = 1,01).

7.2.4. Thiofenovy polyyn
Thiofenové polyyny se vyskytuji predevsSim v Celedi Asteraceae. Patfi mezi

znacné chemicky reaktivni slouceniny (Jahodar & Klec¢dkova, 1999). Intenzivné byla
studovdna jejich fototoxicita, ktera je zaloZena predevsim na tvorbé singletového
kysliku (Towers et al., 1979; Constabel & Towers, 1989; Page et al., 1999, Chobot et
al., 2006). Vysledky presentovené v této praci ukazuji vysoky fototoxicky potencidl
studovaného thiofenového derivatu, kdy jiz po 30 minutach ozafovani vykazal
vysokou mortalitu v porovnani s temnostnimi kontrolami. V experimentalni skupiné
ozafované 120 minut se postupné vyrovnaval pocet mrtvych nitének s temnotnimi
kontrolami. To ukazuje nejen na fototoxicitu této latky, ale i na toxicitu nezavislou
na UV zareni. Polyyny interreaguji s organismem na rlznych organovych i
bunécénych urovnich. Linedrni polyyny napf. poskozuji funkci nervového systému

blokaci prereceptoru pro nékteré dllezité neurotransmitery (Uwai et al., 2000).

Procento poskozenych pokusnych jedinc bylo vysoké uz u jedinct po 15
minutové expozici thiofenovému polyynu. Zde paradoxné se toxicita vyraznéji

projevila u neozarovanych nitének. Polyyny snadno polymerizuji v pfitomnosti
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kysliku a UV zafeni. Tento jev mohl vést ke snizené biodostupnosti toxinu u
ozafovanych jedincl. V experimentalnich skupinach s delSi dobou ozafovani se
vysledky poctu poskozenych nitének zménily ve prospéch vyraznéjsi fototoxické

aktivity.

Zde je zajimavé porovnat efekt uvedeného thifenového polyynu s jinym
fototoxinem ze skupiny furokumarinli — xanthotoxinem. Xanthotoxin vykazoval
evidentné nizsi fototoxicitu v porovnani s polyynem. Tento rozdil je pravdépodobné
mimo jiné dan i jinym mechanismem tvorby reaktivnich forem kysliku. Thiofenové
polyyny tvori predevsim singletovy kyslik zatimco furokumariny (psoraleny) generuji

predevsim superoxidovy anionradikal (Chobot et al., 2006).

7.2.5. Jednoduché kumariny — umbelliferon, skopolin a skopoletin
Na kumariny lze z chemického hlediska pohlizet jako na laktony (vnitfni

estery) kyseliny o-hydroxyskoficové anebo jako na derivaty 2-chromonu. Molekuly
kumarinu se chovaiji dle reakénich podminek jako obé entity. Kyslikovy heterocyklus
se v alkalickém prostredi mlze otevfit ze vzniku volné kyseliny, na druhou stranu 2-

chromonovy heterocyklus je stabilizovan rozsahlou konjugaci it elektron(.

Prestoze kumariny maji vyrazny chromofor a absorbuji v UV oblasti, nelze
ocekavat vyrazny primy fotosenzibilizani efekt, protoZe excitaéni energie elektronu
se preméni na zareni o vyssSi vinové délce (Pape et al., 1994), coz se projevuje
vyraznou fluorescenci, a dale pak pfeménou na rotaéni ¢i vibracni pohyby molekul.
Ojala et al., 1999 nezaznamenali Zadnou fototoxicitu umbelliferonu na koryse
Artemia salina ani po 20 h ozatovani UVA. Vyraznou fluorescenci bylo moziné

pozorovat pouhym okem v pripadé skopolinu a skopoletinu.

Studované kumariny obsahuji hydroxylové nebo methoxylové skupiny na
benzenovém jadfe A molekuly. Tyto hydroxylové skupiny maji charakter
fenolickych, které jsou znamy svou antioxida¢ni aktivitou. Jednak jsou schopny
pfimo zhaset reaktivni volné radikaly (Paya et al., 1992) a ddle tvofit s ionty Zeleza

komplexy (Larson, 1988). Tato vlastnost se mize zdat zvlasté dllezita ve spojeni s
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poznatky, Ze pfechodné kovy, kam Zelezo patfi, katalyzuji Fentonovu reakci, pfi niz

vznikaji silné reaktivni a cytotoxické hydroxylové radikaly ("OH).
Fentonova reakce: Fe'" + H,0, > Fe'' + "OH + OH~

V organismu niténky se ionty Zeleza mohou uvolfiovat destruktivnim
plUsobenim singletového kysliku na hemoglobin v hemolymfé. V tomto pripadé se
projevi spiSe fotoprotektivni efekt hydroxylovanych derivatd kumarinu. Souvirong et
al., 2007 pozorovali inhibici peroxidace lipidd indukovanych UV zéafenim, tak i

Fentonovu reakci skoparonem, ktery je 7-O-methylderivatem skopoletinu.

Kumariny napf. skopoletin blokuji vdpnikové kandly v burice (Oliviera et al.,
2001), které se mulzZe projevit nepfirozenou relaxaci svaloviny niténky a vyrazné
snizenou motilitou organismu. Epoxidace 3,4-ndsobné vazby v kyslikatém
heterocyklu B vede ke tvorbé toxického o-hydroxyphenylacetaldahydu a naslednym
reakcim s dalSimi molekulami jako jsou nenasycené mastné kyseliny, nukleové base
a nékteré aminokyseliny (Lake, 1999). Tyto epoxidy vznikaji metabolizaci kumarinu
cytochromy v mitochondriich bunék. Zvolna se zvysujici koncentrace uvedenych
epoxidd mUze vysvétlit opozdénou toxickou reakci nitének ke skopoletinu. Skopolin
ani umbelliferon se neprojevovaly v experimentech toxicky. Skopolin pronikal
Spatné pres biologické membrany, protoze se jednda o hydrofilni glykosid
skopoletinu. Umbelliferon nepusobil toxicky jednak snadnou glukuronizaci (Lake,

1999) s naslednym rychlym vyloucenim z organismu.

7.2.6. Salicylanilidy, thiosalicylanilidy
Halogenované salicylanilidy vykazuji dva typy ucinkd souvisejicich s

ozarenim. Prvni je fototoxicky ucinek, tj. zanétlivd reakce po ozareni. Toto je
dlsledek chemického poskozeni tkani vlivem fotochemickych procest (poskozeni
biologicky aktivnich molekul reaktivnimi formami kysliku), které jsou stimulovany
fototoxickou latkou. Kromé toho halogenované salicylanilidy plsobi rovnéz jako
fotoalergeny. Zde jde o bunkami zprostfedkovanou reakci pozdniho typu, pficemz
fotoalergen plsobi jako prohapten. K fotoalergizujicimu plsobeni dochazi

uvolnénim jednoho nebo vice halogenovych radikal(l po ozareni UV zarenim: volny

77



radikal reaguje s proteiny za vzniku nové molekuly, kterd mlze plsobit jako antigen

in vivo (Harber et al., 1967).

3',4',5-trichlorsalicylanilid na rozdil od 4',5-dibromsalicylanilid nevykazal
zadnou toxicitu. 4',5-dibromsalicylanilid zvySoval pouze mortalitu, kterd byla vyssi
ve skupiné ozarovanych jedincd po dobé expozice 15 minut. U organismu s delsi
dobou ozafovani (30 a 60 minut) se vysledky mortality obratily. Ozafované skupiny
mély nizsi mortalitu v porovndni s temnostnimi kontrolami. To bylo pravdépodobné
zpUsobeno rozkladem testovanych latek vlivem UV zareni. Halogenové substituenty
se vyznacuji silnym zapornym indukénim a kladnym mezomernim efektem na
elektrony benzenového cyklu uvedenych sloucenin. Tim tyto substituenty ovliviuji
vlastnosti latek vcéetné jejich stability a biodostupnosti, coZ vysvétluje i rozdil

v toxicité obou salicylanilidd.

Thiosalicylanilidy vykazaly vyssi toxicitu ve srovndni se salicylanilidy. Toxicita
thiosalicylanilidu zavisela na typu substituentu. Halogenované derivaty pusobily
jako silnéjsi toxiny neZ ostatni thiosalicylanilidy. Také derivaty s vétSim poctem
atom0 halogenu v molekule mély toxictéjsi ucinek. U thiosalicylanilidii bylo mozné
pozorovat stejny efekt jako u salicylanilidu, kdy toxicita ve skupiné ozarovanych
jedincl postupné klesala s délkou ozatovani v porovnani s temnostnimi kontrolami.
Opét i zde lze predpokladat rozklad latek vlivem UV zafeni a vliv typu a poctu

substituentl na tento proces tak jak je patrné z prezentovanych vysledkd méreni.

Znacnda mortalita u jedinc temnostnich kontrol vystavenych ucinkim 4',5-
dibromsalicylanilidu a thiosalicylanilidu byla pravdépodobné zplisobena schopnosti
narusSovat elektrontransportni déje v mitochondriich (Kubicova & Waisser, 1992;

Waisser et al, 1998)

7.2.7. Antibiotika
Z testovanych antibiotik standard ucinné latky amoxicilin vykazal slabé

fototoxické plsobeni (PIF = 1,14). LéCiva Augmentin a Ospamox tyto ucinky nemély.

O fototoxickém ucinku amoxicilinu neexistuje mnoho dat (Kastalli et al., 2009). Je to
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vSak zndmy alergen, ale zadna spojitost s UV zafenim nebyla prokdzana (Svensson
et al.,, 2000). Nicméné vychazime-li z faktu, Ze molekula amoxicilinu obsahuje
benzenové jadro s hydroxylovou skupinou, nelze pfipadné fotoalergizujici ucinky

vyloucit. Test na niténce vSak nemuZe fotoalergeny odhalit, protoZe jejich aktivita

zavisi na jinych faktorech nez u klasickych fotoiritujicich latek.

Rozdily v toxicité mezi standardem amoxicilinu a ptipravku s jeho obsahem
je zfejmé ddna vlivem pomocnych latek, které ovliviuji biologickou dostupnost
|é¢iva. Tyto pomocné latky se lisi danou lékovou formou. Navic rdzni vyrobci

pouzivaji i odliSné pomocné latky i u téhoz druhu aplika¢ni formy.

7.3. Vyuziti niténky pro screening fotosenzibilizatorli v humanni toxikologii
a mozné vyuziti v ekotoxikologii jako laboratorniho testu
Dosazené vysledky ukazuji, Ze existuje potencial pro vyuzZiti niténky v rdmci

,bioassay-guided” izolace farmaceuticky vyznamnych rostlinnych metabolitd di
jinych pfirodnich nebo syntetickych latek, které mohou vykazovat fotosenzibiliza¢ni
aktivitu. Vyhoda spocivd zejména ve vyuziti niténky v prvni fazi screeningu.
Nemusime vyuzivat tkanové ¢i bunécné kultury, tj. testy in vitro, ale od prvopocatku
pracujeme s intaktnim organismem (testy in vivo) a mizeme |épe zaznamenavat

reakce celého organismu (zména chovani, poskozeni atd.) na testovanou latku.

Diky kosmopolitnimu rozsiteni, dllezité soucdsti potravniho retézce, by se mohl stat
také jednim z mnoha laboratornich testl, které by pomohly odhalit potencidlni

fotosenzibilizanty v Zivotnim prostredi.

Problémem z(stdva obtiznd definice a kvantifikace pokusného organismu
(nemoznost urcéeni stafi, pokud niténky neziskame pfimo z kokonu pfi laboratornim
chovu) a tim i nutna synchronizace vyvojovych stadii, ktera je u laboratornich test(
pozadovana. Dalsi problém souvisi s moZznym mistem vyskytu — misto znecisténé,
kontaminované. Vtomto pfipadé je tfeba pocitat suréitym casem na
dekontaminaci, aby naSe experimenty nebyly ovlivnény pfitomnosti jinych

xenobiotik, nez téch, které chceme testovat.
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8. Zavér

Zamérem této prace bylo vyuZiti krouzkovce Tubifex tubifex jako modelu pro
testovani biologické aktivity. Niténka byla v této studii pouZita pro hodnoceni
fotosenzibilizace, tj. zcitlivéni organismu vici UVA zafeni (365 nm; hustota zafivého

toku 350 pW/cm?) po styku s ur&itymi latkami.

Testované latky zahrnovaly jednak prokazané fotosenzibilizatory: bengdlskou cerven
— standard pfi studiich aktivity potencialnich fotosenzibilizatort, khelin — prakticky
vyuzivan v tzv. KUVA terapii, protoZze nema fotosenzitivni erytematézni efekt na
lidské khzi a xantotoxin — diky svym fotoreaktivnim vlastnostem je rozsahle vyuzivan
pfi |écbé lupénky, koinich forem T-bunécného lymfomu, vitiliga a nékterych

fotodermatdz v ramci PUVA metody.

Pilotni studie ovérovaly citlivost modelového organismu vi¢i UVA zéareni ve
spojitosti s prokdzanymi fotosenzibilizatory. Uvedené latky slouzily k navrzeni a
propracovani metodiky, kterd by mohla byt vyuZita pro dalsi testovani potencialnich
fotosenzibilizatorld. Postup testovani se skladal z pripravy modelového organismu,
pfipravy testovanych latek, vlastniho testovani, vyhodnoceni vysledk( a zhodnoceni
experimentu (statistické zpracovani). Test probihal ve 24jamkovych destickach, kde
byla k 6 niténkam v kazdé jamce pfidana testovana latka nebo pouze deionizovana
voda (kontrola). Stejné byla usporadana i desticka, ktera slouzila jako tzv. temnostni
kontrola a byla po celou dobu experimentu umisténa v termostatu (20+2°C) bez
pfitomnosti svétla. Vyhodnoceni probihalo ihned po zvolené dobé ozafovani (15,
30, 45, 60, 120, 240 min). Jako endpointy byla navrZzena mortalita a % poskozenych

jedincq.

Pro praktickou aplikaci a dal$i propracovani navrieného modelu testovani bylo
spektrum latek rozSifeno o pfrirodni izolované latky — thiofenovy polyyn,
umbelliferon, skopolin, skopoletin. O zastupce syntetickych latek — salicylanilidy a
thiosalicylanilidy a Ié¢iva penicilinového typu Augmentin a Ospamoyx, jejich standard
ucinné latky amoxicilin. Zavérecné zhodnoceni fotosenzibiliza¢nich vlastnosti latek
bylo provedeno dle Smérnice komise 2000/33/ES pro FOTOTOXICITY — ZKOUSKY
FOTOTOXICITY 3T3 NRU IN VITRO.
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Mezi prokdzanymi fotosenzibilizatory byl dosazen nejvyssi PIF faktor (5,72) u
bengalské ¢ervené po 30 minutovém ozarovani a pfi hodnoceni mortality. V pfipadé
hodnoceni % poskozenych jedincl byl PIF faktor 2,32. V dalSich ¢asech ozarovani
(60, 120, 240 min) byly dosazeny PIF < 5, coZ predpovida neexistenci fototoxického
potencialu. Nejvyssi PIF faktor, ze vSech testovanych Ilatek, byl zjistén u
thiofenového polyynu. PFfi hodnoceni mortality po 60 minutdch ozafovani byl
dosazen PIF = 28,15 a pfi 120 minutdch ozarovani PIF = 57,5. Pti vypoctu procenta
poskozenych jedincl byly ziskdny hodnoty nizsi — pro 60 min expozici PIF = 7,50 a
pro 120 min expozici PIF = 18,57. Z uvedeného vyplyva, Ze thiofenovy polyyn
disponuje vyraznym fotosenzibiliza¢nim potencidlem i ve srovndani se standardem —
bengalskou cerveni. Ostatni testované latky vykazovaly vyrazné mensi fotoiritacni
faktor, ktery se v pfipadé khellinu — mortality a procenta poskozenych jedinca
pohyboval PIF < 2. U xantotoxinu bylo zjisténo pouze procento poskozenych jedinct
a PIF < 1,5. U umbelliferonu a skopolinu byla v ramci testovanych koncentraci a ¢asl
ozafovani zaznamendna 0% mortalita a 0% poskozenych jedincl. Pouze u
skopoletinu bylo pozorovano 33 % poskozenych jedincl pfi ozafovani 120 minut.
3',4',5-trichlorsalicylanilid vykazoval v pribéhu vsech testll ve studovanych
koncentracich a ¢asech ozarovani po expozici latky i vtemnostnich kontrolach 0%
mortalitu a 0% poskozenych jedincd. 4'5-dibromsalicylanilid vykazoval pouze
mortalitu s PIF < 2. U zakladniho thiosalicylanilidu byla zjisténa pouze mortalita a
PIF < 2. V pfipadé rliznych substituci thiosalicylanilidu (4" -methylthiosalicylanilid, 5-
chlorthiosalicylanilid, 3’,4’-dichlorthiosalicylanilid, 3,5-dichlor-4’-
chlorthiosalicylanilid, 3,5-dichlor-4’-bromthiosalicylanilid) se pohyboval PIF < 1 pro
hodnoceni mortality. PoSkozeni nitének bylo zaznamenano pouze v pfipadé 3,5-

dichlor-4’-chlorthiosalicylanilid,  3,5-dichlor-4’-bromthiosalicylanilid. U 3",4'-

evvs

Prezentované vysledky ukazuji, Ze niténka vétsi je vhodnym testovacim
organismem pro studium potenciondlné fototoxickych latek. Je dostatecné
citivd na aktivitu fototosenzibilizantu, zvlasté pak latek generujicich

singletovy kyslik.
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